抗真菌剤FR901469生産菌No. 11243株のゲノム解析と分子育種に関する研究 by 松井 真
抗真菌剤FR901469生産菌No. 11243株のゲノム解析
と分子育種に関する研究
著者 松井 真
発行年 2017
学位授与大学 筑波大学 (University of Tsukuba)
学位授与年度 2016
報告番号 12102甲第8174号
URL http://hdl.handle.net/2241/00147683
  
 
 
 
抗真菌剤 FR901469 生産菌 No.11243株の 
ゲノム解析と分子育種に関する研究 
 
 
 
 
 
 
 
2017年 1月 
 
松井 真 
  
 
 
 
抗真菌剤 FR901469生産菌 No.11243株の 
ゲノム解析と分子育種に関する研究 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
筑波大学大学院 
生命環境科学研究科 
生命産業科学専攻 
博士（生物工学）学位論文 
 
 
松井 真 
  
  
目次 
第一章 序論 ............................................................................................................................ 1 
1.1 二次代謝産物由来の医薬品に関して ........................................................................... 1 
1.2 糸状菌の二次代謝産物について .................................................................................. 2 
1.3 分子育種について ........................................................................................................ 2 
1.4 抗真菌剤 FR901469について ..................................................................................... 3 
1.5 No.11243株について ................................................................................................... 4 
1.6 本研究の目的 ................................................................................................................ 4 
第二章 No.11243株の野生株および生産性向上変異株のゲノム解析 ................................ 10 
2.1 序 ................................................................................................................................ 10 
2.2 実験材料と方法 ........................................................................................................... 11 
2.2.1 使用菌株 ............................................................................................................... 11 
2.2.2 ゲノム DNA 調製 ................................................................................................. 11 
2.2.3 野生株のゲノム解析と遺伝子アノテーション ..................................................... 11 
2.2.4 変異株のゲノム解析と変異点の検出 .................................................................. 12 
2.2.5 RNA抽出と精製 .................................................................................................. 12 
2.2.6 RNA-seq 解析 ..................................................................................................... 13 
2.2.7 高発現遺伝子のエンリッチメント解析 ............................................................... 13 
2.3 結果 ............................................................................................................................ 13 
2.3.1 野生株のゲノム解析 ............................................................................................ 13 
2.3.2 FR901469 生合成遺伝子クラスターの推定 ....................................................... 14 
2.3.3 生産性向上株のゲノム解析 ................................................................................. 14 
2.3.4 変異の蓄積した遺伝子カテゴリーの抽出 ........................................................... 15 
2.3.5 高生産変異株のトランスクリプトーム解析 ....................................................... 17 
2.4 考察 ............................................................................................................................ 17 
第三章 FR901469 生産性向上株の分子育種 ...................................................................... 33 
3.1 序 ................................................................................................................................ 33 
3.2 実験材料と方法 .......................................................................................................... 34 
3.2.1 使用菌株とゲノム情報 ........................................................................................ 34 
3.2.2 プラスミド作製 ................................................................................................... 34 
  
3.2.3 形質転換 .............................................................................................................. 35 
3.2.4 PCRによる形質転換株の確認 ............................................................................. 36 
3.2.5 FR901469 の生産培養 ........................................................................................ 36 
3.2.6 FR901469 生産性測定 ........................................................................................ 37 
3.2.7 RNA抽出と精製 .................................................................................................. 37 
3.2.8 定量的リアルタイム PCR解析 ........................................................................... 37 
3.2.9 RNA-seq 解析 ..................................................................................................... 38 
3.3 結果 ............................................................................................................................ 38 
3.3.1 frbF 高発現株の作製 ........................................................................................... 38 
3.3.2 リアルタイム PCRによる frbF 発現量の測定 .................................................. 39 
3.3.3 野生株と TFH2-2株の FR901469生産性の比較 ............................................... 39 
3.3.4 TFH2-2株のトランスクリプトーム解析 ............................................................ 39 
3.3.5 frcpcA 遺伝子の発見 ........................................................................................... 40 
3.3.6 frcpcA 高発現株の作製 ....................................................................................... 40 
3.3.7 TFH2-2株と TFCH3株の FR901469生産性の比較 .......................................... 41 
3.3.8 TFH2-2 株と TFCH3 株のトランスクリプトーム解析による比較 ................... 41 
3.4 考察 ............................................................................................................................ 42 
第四章 総合考察 ................................................................................................................... 68 
参考文献 ............................................................................................................................... 72 
付記 ....................................................................................................................................... 87 
謝辞 ....................................................................................................................................... 88 
 
 
 
 
  
1 
 
第一章 序論 
 
1.1 二次代謝産物由来の医薬品に関して 
 微生物は自身の成長に必要不可欠ではない代謝物を産生することが知られて
おり、それらは二次代謝産物と総称される。アレクサンダー・フレミングによっ
て Penicillium chrysogenum から発見されたペニシリン [1] に代表されるよ
うに、二次代謝産物の中には医薬品として利用されているものも存在する。抗生
物質として感染症から多くの人々を救ったペニシリンの発見をきっかけとして
微生物からの抗生物質の探索が進み、セファロスポリン C、クロラムフェニコー
ル、ストレプトマイシン等多くの二次代謝産物が医薬品として利用されるに至
った [2]。また免疫抑制剤であるシクロスポリン [3] や FK506 [4]、高コレステ
ロール血症の治療薬であるロバスタチン [5] など、抗生物質以外の用途で医薬
品として用いられる二次代謝産物も多数存在する。現在までに 23,000 もの活性
物質が微生物から発見されており、その数は増え続けている [6]。加えて次世代
シークエンサーの登場とそれに伴うゲノム解析技術の発展により、ゲノムから
新しい二次代謝産物を発見する手法も確立されつつあり [7]、従来の方法では発
見が困難であった多くの新規化合物が今後発見されていくことが予想される。
化学合成化合物と比較して二次代謝産物は分子量が比較的大きく、複雑で新奇
な構造を持つものが多い。そのため多様性も非常に大きく、創薬シード化合物ラ
イブラリーとしての魅力が大きい。 
このように微生物由来の二次代謝産物は医薬品候補化合物の供給源ライブラ
リーとして重要であると考えられるが、利用する製薬企業は減少傾向にある。そ
の原因の一つとして、工業化の難易度が高いことが挙げられる。一般的に二次代
謝産物の産生量は非常に少なく、医薬品原料の供給やコスト改善のために生産
性を向上させることは非常に重要である。生産性向上は培養条件の最適化や突
然変異を用いた菌株育種によって実施されてきた。例えば抗真菌剤の前駆体と
して用いられる二次代謝産物である FR901379 では 30 倍の生産性向上を達成
して工業化に成功するなど [8]、一定の成果が得られている。しかし突然変異に
よる育種は数百~数千の変異剤処理株を培養して有用株を選択する必要があり、
またその作業を複数回繰り返すという非常に時間・労力・コストを要する業務で
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ある。近年は医薬品開発にスピードや生産性が求められるようになり、開発にか
かる手間が微生物由来の医薬品が敬遠されつつある理由となっている。生産性
向上株の効率的な育種方法が確立すれば、製薬企業が微生物由来の医薬品開発
を進めるモチベーションの向上に繋がり、より多くの優れた医薬品が世の中に
出る可能性が高まることが期待される。 
 
1.2 糸状菌の二次代謝産物について 
 前述のように微生物由来の生理活性物質は現在までに 23,000 ほど発見され
ているが、そのおよそ4割は糸状菌から発見されたものである ([9], Table 1-1)。
糸状菌は二次代謝産物の宝庫であり、今後も糸状菌由来の医薬品候補化合物が
数多く発見されることが期待される。糸状菌由来の二次代謝産物の多くはアミ
ノ酸骨格を持つ non-ribosomal peptide (NRP)もしくはポリケトン鎖骨格に持
つ polyketide であり、それぞれ non-ribosomal peptide synthase (NRPS) もし
くは polyketide synthase (PKS) という酵素から合成される。他にも NRP と 
polyketide のハイブリット骨格を持つ化合物や、テルペン骨格を持つ分子、脂
肪酸から合成されるものなどその分子構造は多様性に富んでいる。 
一般的に糸状菌の二次代謝産物の生合成遺伝子はゲノム上でクラスターとし
て存在しており [10]、この遺伝子クラスターの発現は栄養源、光、pH、活性酸
素等様々な環境刺激に応答して変化することが分かっている。その発現の制御
には pH 応答に関与する PacC [11] や窒素源応答に関与する AreA [12] のよう
なグローバルな転写因子、アフラトキシン生合成における AflR [13] のような
代謝物特異的な転写因子、ヒストンメチルトランスフェラーゼ LaeA [14] やヒ
ストンデアセチラーゼ HdaA [15] のようなクロマチンを介した制御因子等、数
多くの酵素が多段階で関与することが示唆されているが詳細に関しては不明な
部分が多い。その複雑な制御機構により二次代謝産物は特定の培養条件下での
み生産されるものが多く、工業化においては低生産の原因となっており、より詳
細な制御機構の解明が希求されている。 
 
1.3 分子育種について 
 従来より効率的な育種の方法として遺伝子工学技術を用いた分子育種が挙げ
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られる。分子育種を用いた二次代謝産物の生産性向上株の作製に関していくつ
か報告がある。例えば Acremonium chrysogenum において、cefT [16]や cefG 
[17] 遺伝子を導入することにセファロスポリン C の生産性が向上している。ま
た Aspergillus flavus において aflR遺伝子の過剰発現によりアフラトキシンの
生産性が向上したという報告もある [18]。A. chrysogenum は産業上重要な抗
真菌剤セファロスポリンの生産菌として、A. flavus は肝細胞癌を引き起こすマ
イコトキシンであるアフラトキシンの生産菌としてそれぞれ有名な糸状菌であ
り、その生合成経路等の解析も進んでいる。分子育種の課題として、遺伝子組換
えなど遺伝子工学的手法の確立やゲノムや遺伝情報が必要とされることが挙げ
られる。そのためこれらの方法を用いることができるのは一部のモデル生物や
解析の進んだ微生物に限られていた。しかし次世代シークエンサーの登場とそ
れに伴うゲノム解析技術の発展により比較的簡単に低コストでゲノム解析を実
施することが可能となったことから、分子育種の適用可能な微生物種の範囲は
広がっている。微生物由来の医薬品開発を行う場合、その宿主となる微生物はス
クリーニングにより見出されたものであり、種すら不明の新規微生物である場
合も多い。次世代シークエンサーなど新しい技術を用いて新規微生物にも適用
できる分子育種方法の確立が望まれるものの、そのような研究に関する報告は
ほとんどない。 
 
1.4 抗真菌剤 FR901469 について 
 No.11243株は京都府綾部市で朽ち葉から採取された糸状菌であり、リポペプ
チド構造を持つ抗真菌剤 FR901469 を二次代謝産物として産生する [19]。
FR901469 はβ-1,3-グルカン合成酵素阻害活性を持ち、細胞壁合成を阻害する
ことで病原性真菌である Candida albicans や Aspergillus fumigatus に抗真
菌活性を持つことが分かっている [20]。C. albicans の β-1,3-グルカン合成酵素
に対する FR901469 の半数阻害濃度は 0.05 μg/mL であり、他のキャンディン
系リポペプチドである aculeacin AやWF11899A、 papulacandin B よりも 10
倍以上強力な阻害活性を持つ [20]。FR901469 は 12個のアミノ酸と脂肪酸鎖を
もつリポペプチドラクトン構造を有しており ([21], Fig. 1-1)、その環状ラクト
ン部位は NRPS により合成されることが予想される。 
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1.5 No.11243株について 
 FR901469 の生産宿主である No.11243 株はその形状から糸状菌であると分
類されているが (Fig. 1-2)、種を含めてその生態に関して不明な部分が多い。各
種培地を用いてプレート培養を行ったが分生子形成は見られず、白～オレンジ
～灰色のコロニーを形成した [19]。種が不明のため本菌は便宜的に No.11243 
株と名付けられ、本博士論文でもそのように記述する。No.11243 株は
FR901469 の工業化研究の過程で、紫外線照射による突然変異を用いた育種に
より生産性向上変異株が取得されている。これら変異株は野生株からいくつか
の系統に分岐しながら複数世代に渡って育種されており(Fig. 1-3)、最も生産性
の高いもので野生株と比較して 14.4 倍の生産性向上を示した (Fig. 1-4)。その
結果、原薬供給や製造コストの面で産業化に十分な生産性を確保することが可
能となった。しかし、突然変異の誘発と生産性向上を指標としたスクリーニング
により育種を行っており、生産性向上に寄与した変異遺伝子やそのメカニズム
等、詳細について詳しいことは分かっていない。 
 
1.6 本研究の目的 
 前述のように、微生物の二次代謝産物を用いた医薬品開発ではその初期生産
性の低さと生産性向上株の育種にかかる時間やコストの大きさが課題となって
いる。そのため工業化の際に効率的に生産性向上株を作製する方法の開発が望
まれているが、現在までにそのような研究に関する知見は乏しいのが現状であ
る。No.11243 株は FR901469 の開発の過程で複数系統にわたる多数の生産性
向上株が得られており、その生産性向上メカニズムの解明により分子育種に応
用できる知見が得られることが期待された。そこで本研究では野生株と生産性
向上株のゲノム解析を行い、遺伝子変異点の特定と生産性向上メカニズムの推
察を試みた。またそこから推察されたメカニズムをもとに、野生株から遺伝子工
学的手法を用いた分子育種により実際に生産性向上株の取得を試みた。これら
の研究を通じて分子育種の方法論を確立させることを本研究の目的とした。
Host strain Abtibiotic Other activities Total
Actinomycetes 8,700 1,400 10,100
Filamentous fungi 4,900 3,700 8,600
Other microbes 2,900 900 3,800
Total 16,500 6,000 22,500
Table 1-1 The numbers of active compound produced by microbes (Bérdy, J. Antibiot.
(Tokyo), 58: 1-26).
5
Fig. 1-1 Structure of FR901469 (Fujie et al., J. Antibiot. (Tokyo), 54: 588-594).
6
Fig. 1-2 Micrograph of hyphal cells of fungal sp. No.11243.
7
Fig. 1-3 Genealogy of FR901469 high-yield mutant strains. The numbers in this figure
shows ID numbers of No.11243 mutant strains.
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Fig. 1-4 The relative FR901469 productivity of wild-type and mutant strains. Bar graph
shows mean values± Standard error of means of three experiments.
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第二章 No.11243 株の野生株および生産性向上変異株のゲノム解析 
 
2.1 序 
 微生物での物質生産において、突然変異を誘導して高生産株を取得するとい
う育種方法は広く用いられている。その生産性向上メカニズムの解析について
もいくつか報告がある。例えば P. crysogenum のペニシリン高生産変異株では
ペニシリン生合成遺伝子クラスターを含むゲノム領域が増幅されており、生合
成遺伝子数の増加が生産性向上の理由と考えられている [22]。 
 生産性向上メカニズムを解明して実例を増やすことは育種の手法を確立する
うえで重要なことであるが、先述のペニシリンのように糸状菌において二次代
謝産物で生産性向上メカニズムについて研究された報告は少ない。理由の 1 つ
として、原核生物と比較して真核生物である糸状菌はゲノムサイズや遺伝子数
が多く、変異解析が難しいことが挙げられる。次世代シークエンサーの登場に
よりゲノム解析が簡易に出来るようになったのは最近のことであり、変異解析
技術もまだ発展途上である。No.11243 株をモデルとして変異解析を行うことで、
解析手法の発達に貢献できることが期待される。加えて変異解析手法の発達に
より生産性向上メカニズムの解明例が増加すれば、その知見から分子育種の方
法論も確立されていくものと思われる。 
No.11243株の解析においても、変異解析が複雑になること、また変異点が多
数あり生産性に寄与する遺伝子の特定は難しいことが予想された。その解決策
として、個別の変異に着目せずに変異遺伝子を機能カテゴリーに分類し、カテ
ゴリーごとに変異が蓄積されているかを判断するという手法が考えられた。ラ
ンダムな変異導入であるために 1 世代でみると生産性向上に繋がらない遺伝子
変異も数多く存在し、どの遺伝子が鍵であるかを判断するのは難しい。しかし
No.11243 株は複数世代にわたり段階的に生産性が向上している変異株が育種
されており、生産性向上に関わる機能カテゴリーには変異が段階的に積み重な
っていると予想される。また複数系統にも分かれており、異なる系統で同様の
傾向が見られればその機能カテゴリーが生産性向上に関与するという確からし
さがより高まると考えられた。そこで本研究では、上記の方法を用いてゲノム
解析と変異解析の結果から FR901469 生産性向上に寄与する遺伝子の推察を試
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みた。 
  
2.2 実験材料と方法 
 
2.2.1 使用菌株 
 No.11243 株の野生株は（独）製品評価技術基盤機構 (NITE) より分譲され
たものを用いた (受託番号：FERM BP-3373)。 No.11243 株の変異株はアステ
ラス製薬株式会社で取得されたものを用いた。 
 
2.2.2 ゲノム DNA 調製 
 No. 11243株の野生株もしくは変異株の菌体を回収し、液体窒素で凍結させて
すり鉢で粉末状になるまで破砕した。破砕した菌体を 15 mL のCTAB溶液 (1% 
CTAB, 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA) に溶解させ、
ボルテックスで混合した。混合液を 60℃で 30 分間インキュベートした後、10 
mL のフェノール/クロロホルム/イソプロパノール (24:1:1) を添加してよく混
合し、5分間室温で静置した。10,000 rpm、4℃、5分遠心後上層 10-12 mLを
回収し、再度 10 mL のフェノール/クロロホルム/イソプロパノール (24:1:1) を
添加～遠心して上層回収まで同操作を繰り返した。回収した上層に同量のイソ
プロパノールを添加して遠心によりゲノム DNAを沈殿させた後、70%エタノー
ル、100%エタノールでリンスを行い、1.5 mL の 10 mM Tris-HCL (pH 8.0) 溶
液に溶解した。得られた DNA溶液に 10 L の RNase cocktail (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) を添加し、37℃で 30分間インキュベートした。
その後フェノールクロロホルム沈殿、エタノール沈殿により精製を実施して
DNase-free water に懸濁し、ゲノム DNA溶液とした。 
 
2.2.3 野生株のゲノム解析と遺伝子アノテーション 
 上述の方法で調整されたゲノム DNA溶液について、TruSeq DNA PCR-Free 
Sample Prep Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) を用いてプロトコール通り
に前処理を行い、Miseq (Illumina) を用いてシークエンスを実施した。得られ
たペアエンドリードは Blue algorithm [23] によりエラーコレクションを行い、
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その後 SPAdes ver. 3.5.0 [24] によりリードのアセンブリングを実施した。アセ
ンブリングにより得られたコンティグを使用して SSPACE [25] によりスキャ
ホールディングを実施した。得られたゲノムを用いて、本研究が実施された研
究組合内で独自に開発された糸状菌ゲノム用パイプラインによりゲノムアノテ
ーションを実施した。さらに RNAmmer [26] を用いて rRNAを、tRNA-SCAN 
[27] を 用 い て tRNA を そ れ ぞ れ 検 出 し た 。 得 ら れ た ゲ ノ ム は
DDBJ/EMBL/GenBank に登録した  (accession no. DF938580-DF938599) 
[28]。 
 ゲノム中に検出された遺伝子について eggNOG 3.0 データベース [29] を用
いてその産物を Blast 検索し、E-value ≦1e×10-20 かつ coverage ≧ 80%の
タンパク質が存在する場合にはそのホモログが属する KOG [30] の機能カテゴ
リーに分類した。 
NRPS と  PKS 遺伝子の探索とそのタンパク質のドメイン構造予測は
antismash-2.0 [31] を用いて実施した。また、推定 FR901469 生合成遺伝子ク
ラスター内遺伝子のタンパク質のドメイン構造は NCBI's Conserved Domain 
Search [32] を用いて推定した。 
 
2.2.4 変異株のゲノム解析と変異点の検出 
 上記の方法で調製された No.11243 株の変異株のゲノム DNA を SOLiD 
Library Construction kit (ThermoFisher Scientific) によって前処理して、
SOLiD 5500xl system (ThermoFisher Scientific) によってシークエンスした。
得られたリードの品質チェックを行い、品質のよいリードを bwa [33] によりリ
ファレンスとなる野生株のゲノムにマッピングした。その後、変異株ゲノム中
の塩基の置換 (Single nucleotide variants, SNV) や欠失・挿入(Insertion and 
Deletion, InDel) 変異を VarScan 2 [34] により検出した。 
 
2.2.5 RNA抽出と精製 
 野生株、1769 株、2874 株、2889 株について、培養の 4 日目の培養液から
RNA抽出を実施した。2 mL の培養液をMiracloth でろ過して菌体を回収した。
回収した菌体は Milli-Q 水でよく洗浄後、液体窒素で凍結させてすり鉢で粉末
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状になるまで破砕した。粉末状の菌体から 1.5 mL ISOGEN (Nippon Gene, 
Tokyo, Japan) を使用して RNAを抽出後、RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, 
Netherlands) を用いてプロトコールに従って RNA精製を実施した。 
 
2.2.6 RNA-seq 解析 
 培養 4日目の培養液から抽出・精製した RNAを Truseq Stranded mRNA and 
Total RNA Sample Preparation Kit (Illumina) を用いて前処理して、MiSeq を
使用してシークエンスを行った。bowtie2 [35] によりインデックス化されたリ
ファレンスゲノムに、高品質のシークエンスリードを Tophat2 [36] を用いてマ
ッピングした。その後 Cufflinks v2.2.1 [37] を用いて各遺伝子の正規化された
発現量  (FPKM, fragments per kilobase of exon per million mapped 
fragments) を計算した。得られた RNA-seq のリードデータは DDBJ に登録
した (野生株：DRX040479-DRX040484、1769 株：DRX040521-DRX040526、
2874株：DRX040545-DRX040550、2889株：DRX040563-DRX040568)。 
 
2.2.7 高発現遺伝子のエンリッチメント解析 
RNA-seq の結果をもとに、1769 株、2874 株、2889 株の 3 株すべてで野生
株と比較して有意に (q value < 0.01)発現上昇している遺伝子を抽出した。それ
らの遺伝子を用いて KOG [30] の機能カテゴリーごとにエンリッチメント解析
を実施し、p value が 0.05 未満の機能カテゴリーを抽出した。 
 
2.3 結果 
 
2.3.1 野生株のゲノム解析 
No.11243 株の野生株のゲノムシークエンスの結果、合計で 20,168,767 本の
75 bp のペアエンドリードがシークエンスされ、それらを解析に使用した。ア
センブリングの結果 25個のコンティグが得られ、さらにスキャホールディング
した結果 20個のスキャホールドが得られた。これらを野生株のリファレンスゲ
ノムとした。得られた No.11243 株のゲノムは全長 21.7 Mbp で、GC 含量は
53.9% であった (Table 2-1)。遺伝子領域推定の結果 9,694個の遺伝子が検出さ
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れた。また 37個の tRNAが検出されたものの、rRNAは検出されなかった。 
 
2.3.2 FR901469 生合成遺伝子クラスターの推定 
 antismash-2.0 [31] を用いた探索の結果、4つの NRPS遺伝子と 4つの PKS
遺伝子が検出された。ドメイン構造予測の結果、その中の 1 つの NRPS 
(ANO11243_029940) はFR901469が持つアミノ酸残基と同数である12個のア
デニル化ドメインを有し、かつ D-アミノ酸と同数かつ順番も同じ位置に 4 つの
エピマー化ドメインを持っていることが分かった (Fig. 2-1) 。そこでこの
NRPSが FR901469 生合成に関わっていると推定した。その NRPS遺伝子近傍
で FR901469 生合成に関わっている可能性のある遺伝子を探索したところ、3
個のオキシゲナーゼ遺伝子  (ANO11243_029850, ANO11243_029920, 
ANO11243_029970)、PKS 遺伝子 (ANO11243_029860)、アセチル CoA リガ
ーゼ遺伝子  (ANO11243_029870) 、 2 個のチオエステラーゼ遺伝子 
(ANO11243_029880, ANO11243_029890) 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺 伝 子 
(ANO11243_029910)、転写因子遺伝子 (ANO11243_029900) の NRPS 遺伝子
を合わせて合計 10個の遺伝子が検出された (Fig. 2-2)。これらが FR901469 生
合成遺伝子クラスターを形成していると推定し、それぞれ frbA – frbJ と名付け
た。  
 
2.3.3 生産性向上株のゲノム解析 
 ゲノム上の変異点を探すためにそれぞれの変異株のシークエンスリードを野
生株のリファレンスゲノムにマッピングした際に、20 個のスキャホールドのう
ち scaffold0004 (accession no. DF938583) と  scaffold0016 (accession no. 
DF938595) の 2つの sequence depth が他のスキャホールドと比較して大きく、
多数のリードがマッピングしていることが分かった (Fig. 2-3)。すべての変異株
でこの傾向が確認されたが、野生株ではすべてのスキャホールドの sequence 
depth がほぼ同等であり (Table 2-2)、変異株特有の現象であることが分かった。 
 マッピングした変異株のリードをもとに SNV や InDel の検出を行った。そ
の際に、検出された各 SNVに関して SNV変異率 (Variant frequency of SNV) 
の測定も合わせて行った。本論文では、SNV 変異率とは SNV 変異が起きたと
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検出された塩基にマッピングされたリードのうち、変異が入ったリードの割合
を示したものと定義した。すべての変異株で検出された SNV に関して SNV 変
異率を計算してその各スキャホールドの平均値を計算したところ、ほとんどの
スキャホールドで 50%前後であったが、scaffold0004と scaffold0016 はそれぞ
れ 35%と 34%で低めの値を示した (Fig. 2-4)。なお scaffold0019 (accession no. 
DF938598)と scaffold0020 (accession no. DF938599) は長さが短く、SNVが
それぞれ 0個と 1個しか検出されなかったため平均 SNV変異率の計算はできな
かった。 
 検出された SNV や InDel からミスセンス変異、ナンセンス変異、フレーム
シフト変異の起きている変異遺伝子を抽出した。その結果、全変異株中に 397
個の変異遺伝子が検出された (Table 2-3)。最も遺伝子変異が少ないのは 2024
株－2873 株間の 5 つであった。また最も遺伝子変異が多いのは 10-10 株－626
株間で 69個であった。世代が進むにつれて遺伝子変異の数は減少していく傾向
にあった。すべての変異遺伝子に関して Swiss-prot データベースを用いてホモ
ログ検索を行ったところ、280個の変異遺伝子にホモログが存在することが分か
った。 
 
2.3.4 変異の蓄積した遺伝子カテゴリーの抽出 
 検出された変異遺伝子を eggNOG の機能カテゴリーに分類した。さらに各変
異株の機能カテゴリーごとにそこに属する全遺伝子中の変異遺伝子の割合を計
算し、親株とその変異株を比較して割合の増減を調べた。そして 3 世代以上連
続して変異遺伝子の割合が増加していた場合は、その機能カテゴリーに変異遺
伝子が蓄積していると定義することとした。野生株から 1769株、2874 株、2889
株までの 3系統についてそれぞれの世代での増減を調べたところ、“Replication, 
recombination and repair” 、 “Signal transduction mechanisms” 、 
“Transcription” の3つの機能カテゴリーに関して複数系統で変異遺伝子が蓄積
していることが分かった (Table 2-4)。 
 3つの機能カテゴリーに関して、どのような遺伝子に変異が入っているかにつ
いて詳細に解析したところ、“Replication, recombination and repair” の機能
カテゴリーには全部で 33 個の変異遺伝子が検出され、その中の 14 個は遺伝子
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修復に関わるものであった。RTT107、ESO1、XRCC2、POL4、CDC48 は二
重鎖切断修復 [38-42]、RAD25、RAD3、RAD14、Replication factor C subunit 
1、RHP42、HRQ1、Exodeoxyribonuclease 1 はヌクレオチド除去修復 [43-49]、
またPIN4、RAD53 はDNAダメージ応答 [50, 51] と、それぞれ関連していた。 
“Signal transduction mechanisms” の機能カテゴリーには全部で38個の変
異遺伝子が属していたが、その中の多くが nutrient sensing やMAPK 経路に
関与するものであった。12個の変異遺伝子が nutrient sensing に関連しており、
その中の 6 個は窒素源、特にアミノ酸の代謝に関わるシグナル伝達経路である
TOR経路 (Target of Rapamycin 経路、[52]) の遺伝子であった。それらの遺
伝子産物は RHO1、PKH1、LST8、FKBP12-associated protein 1、TSC11、
FHL1 である [53-58]。 nutrient sensing に関わる残りの 6 個は glucose 
sensing に関わる遺伝子であり、SYG1、SOK2、Guanine nucleotide-binding 
protein subunit alpha は cAMP 経路 [59-61]、PP1-2、SIP3 はSNF1経路 [62, 
63] にそれぞれ関連している。また Pyruvate dehydrogenase phosphatase は
解糖系の重要な酵素であるピルビン酸デヒドロゲナーゼの活性を制御すること
が知られている [64]。 MAPK 経路に関わる変異遺伝子は全部で 9個あり、そ
れらの遺伝子産物は STE11、PBS2、PTP2、HRK1、NIK1、RHO1、BCK1、
PKH1、MAK1 であった [65-73]。2つの遺伝子産物 (RHO1、PKH1) は TOR
経路と重複していた。その 9個の遺伝子産物の中で STE11、PBS2、PTP2、HRK1、
NIK1 は Hog1経路に、RHO1、BCK1、PKH1 はMpk1/Slt2 経路に、MAK1 
は Schizosaccharomyces pombe で酸化ストレス応答に関わるという報告のあ
るMAPK 経路に特に関連するものであった。 
 “Transcription” の機能カテゴリーには合計で 45 個の変異遺伝子が属してい
たが、その中の多くは “Replication, recombination and repair” もしくは 
“Signal transduction mechanisms” と重複する遺伝子であった (STE11、NIK1、
FKBP12-associated protein 1、BCK1、SOK2、HRK1、PKH1、PBS2、FHL1、
Regulator of Ty1 transposition protein 107、RAD25、RAD3、KIN28、RAD53)。
その他の変異遺伝子の中では、転写機構そのものに関連するものが多かった。
eIF4A、TFIID subunit 2 は転写開始に [74, 75]、MOT1、General negative 
regulator of transcription subunit 4、SREP はTATA結合に [76-78]、SSU72、
17 
 
RPC2、RNA polymerase II subunit A C-terminal domain phosphatase、
DNA-directed RNA polymerase II subunit RPB2 は RNAポリメラーゼ複合体
に [79-82]、Pre-mRNA-processing protein 45、RSE1 は RNAスプライシング
に [83, 84] それぞれ関わっている。また転写因子として働くと考えられる変異
遺伝子が 6個存在した。Sterol regulatory element-binding protein 1 は HLH 
domain を  [85]、  pacC/RIM101 は  zinc finger domain を  [86]、また
uncharacterized transcriptional regulatory protein もしくは ACU-15 とア
ノテーションされた遺伝子は fungal transcription factor regulatory middle 
homology region [87] をそれぞれ有しており、転写因子として機能することが
推定された。 
 
2.3.5 高生産変異株のトランスクリプトーム解析 
 FR901469 高生産変異株のうち、FR901469 生産性が大きく、かつ系統の異
なる 1769 株、2874 株、2889 株を使用して RNA-seq を実施した。1769 株、
2874株、2889株の FR901469 生産性は野生株のそれぞれ 5.2 倍、9.4 倍、14.4 
倍である (Fig. 1-4) 。本培養 4日目の推定 FR901469 生合成遺伝子の発現量を
比較したところ、frbJ を除くすべての遺伝子で高生産変異株では野生株より発
現量が上昇していた (Fig. 2-5)。また frbA、frbB、frbC、frbG、frbH、frbI で
は FR901469 生産性に比例して各遺伝子の発現量が増加する傾向にあった。 
野生株と比較して 3 つの高生産変異株で共通に発現上昇している遺伝子の抽
出を行った結果、902個の遺伝子が抽出された。それらを用いて KOGの機能カ
テゴリーでエンリッチメント解析を実施したところ、” Secondary metabolites 
biosynthesis, transport and catabolism” や  “Amino acid transport and 
metabolism” といった機能カテゴリーが上位であった (Table 2-5)。 
 
2.4 考察 
本章ではまず No.11243 の野生株のゲノム解析を実施した。ゲノム解析の結
果、ゲノムサイズは 21.7 Mbp であった。他の糸状菌では Aspergillus oryzae が
37.6 Mbp、Neurospora crassa が 38.6 Mbp という報告があり [88, 89]、
No.11243株のゲノムサイズは比較的小さいと言える。しかしながらゲノムサイ
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ズは小さいものの、遺伝子数は同等であった (No.11243株: 9,694個、A. oryzae: 
12,074個、N. crassa: 10,082 個)。シークエンスで得られたリードも 95%以上
リファレンスゲノム上にマッピングされており(data not shown)、遺伝子数の比
較と合わせて考えるとほぼ全長のゲノムが得られていると考えられた。 
 得られたゲノムから、FR901469生合成遺伝子の推定を試みた。FR901469 の
構造とゲノム解析から得られた NRPS 遺伝子の推定ドメイン構造の比較の結果、
FR901469 の生合成に関わると考えられる遺伝子 frbI を見出した (Fig. 2-1)。
またその近傍には PKS 遺伝子 (frbB ) やアセチル CoA リガーゼ遺伝子 
(frbC ) 遺伝子が存在した (Fig. 2-2)。FR901469 と同様に脂肪酸鎖を含む環状
ペプチド構造を持つ emericellamide では、PKS が脂肪酸鎖部位を合成し、そ
の脂肪酸鎖のNRPSへの運搬にアセチルCoAリガーゼが関わるという報告があ
る [90]。FR901469 の生合成でも FrbB や FrbCが同様の働きをしていること
が考えられる。さらに、3個のオキシゲナーゼ遺伝子 (frbA, frbH, frbJ ) も frbI 
の近傍に存在していた。FR901469 はその構造中に水酸基が付加されたアミノ
酸残基を 3 個有しており  (trans-4-OH-L-Proline, trans-3-OH-L-Proline, 
threo-3-OH-L-Glutamine)、3個のオキシゲナーゼがそれぞれいずれかのアミノ
酸残基の水酸基付加に関わっていると予想される。加えて、2個のチオエステラ
ーゼ遺伝子 (frbD、 frbE ) が近傍に存在していた。一般的に PKSや NRPS中
に含まれるチオエステラーゼドメインは化合物の酵素からの分離や環状化に関
わっているが、FrbB や FrbI は構造からエステラーゼドメインは検出されなか
った。FrbD や FrbE は代わりに FR901469 の分離や環状化の機能を持ってい
ることが考えられた。転写因子であると推定される frbF やトランスポーターで
あると推定される frbG を合わせて、FR901469 生合成に必要十分な遺伝子が
そろっており、これら 10 個の遺伝子が FR901469 生合成遺伝子クラスターを
構成していると推定した。 
 No.11243 株の生産性向上変異株のゲノム解析の過程で、10-10 株以降の変異
株では一部のゲノム領域 (scaffold0004、scaffold0016)の sequence depth が他
の約 1.5 倍に増加していることが分かった (Fig. 2-3, Table 2-2)。sequence 
depth の量比はゲノム中でのその領域の割合を示しており、scaffold0004 と
scaffold0016 はゲノム中でその数が増幅したことが示唆された。scaffold0004
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と scaffold0016 はその末端にGGGTTA というテロメア様配列をそれぞれ有し
ており、染色体数の増加がこれらの領域の増幅の原因であることが考えられた。
興味深いことに、推定 FR901469 生合成遺伝子クラスターは scaffold0004 の中
に含まれている。P. chrysogenum では、工業的に育種されたペニシリン高生産
株でペニシリン生合成遺伝子クラスターの増幅が見られたという報告がある 
[91, 92]。No.11243 株においても、染色体の増加により FR901469生合成遺伝
子数が増加し、そのために生産性が向上した可能性が考えられた。 
 SNV 変異率の解析では、多くの遺伝子領域において 0.5 付近の値を示してい
た (Fig. 2-4)。これはある塩基で変異が起こっても、シークエンスされたリード
すべてでその変異が検出されるわけではなく、50%のリードのみ変異が検出さ
れるということを示している。このことから、No.11243 株は二倍体であること
が示唆された。二倍体であればゲノム上に同じ遺伝子配列の遺伝子領域が 2 つ
ずつあるため、塩基変異が入っても SNV 変異率は 50%と検出される。また
scaffold0004と scaffold0016 の sequence depth は変異株で約 1.5倍に増加し
ていたが (Table 2-2)、二倍体のため 2セットずつ存在した染色体が増幅により
3 セットになったと考えると説明がつく。scaffold0004 と scaffold0016 では平
均 SNV変異率が 35%、 34% であった (Fig. 2-4)。染色体が 3セットありその
うち 1つに変異が入った場合の SNV変異率は 33%となるが、それに近い値を示
しており、scaffold0004 と scaffold0016 がゲノム中に 3 セット存在することを
支持する結果であった。ゲノムの倍数性は分子育種の際には重要な情報である。
二倍体の場合は特定の遺伝子の破壊を行う場合は二回の遺伝子操作が必要とな
り、一倍体と比較して株の取得が難しくなる。次世代シークエンサーの使用に
より倍数性の確認も容易になったため、ゲノム解析の際にはこのような視点で
の解析も合わせて実施すべきであろう。 
 FR901469 生産性向上株の変異解析を実施し、合計で 397 個の変異遺伝子を
検出した (Table 2-3)。その中で生産性向上に寄与している遺伝子変異を推定す
るために、変異遺伝子をその機能ごとにカテゴリー分類し、その分類ごとに変
異遺伝子の割合を求めることとした。変異遺伝子の占める割合が増加傾向にあ
れば、機能カテゴリーに複数世代にわたり変異が蓄積しているということであ
り、その機能カテゴリーは FR901469 の生産性向上に何らかの影響を与えてい
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ると考えられる。その結果、“Replication, recombination and repair”、“Signal 
transduction mechanisms”、 “Transcription” の 3つの機能カテゴリーが見い
だされた (Table 2-4)。 
 “Replication, recombination and repair” の機能カテゴリーで検出された変
異遺伝子では、特に DNA修復に関わる変異遺伝子に多かった。No.11243 株の
生産性向上株は、紫外線を用いた突然変異の誘導により育種されてきた。DNA
修復は紫外線による DNAの損傷を修復する機能であり、遺伝子変異を阻害する。
DNA修復に関わる遺伝子に変異が入ることで修復機能が弱体化し、遺伝子変異
が起こりやすくなり、結果として FR901469 の生産性向上株も取得しやすくな
ると考えられる。そのため、DNA修復機能に遺伝子変異が蓄積したもの思われ
た。 
 “Signal transduction mechanisms” の機能カテゴリーに属する遺伝子にも変
異が蓄積されており(Table 2-4)、その中でも特に nutrient sensing とMAPK経
路に関わる遺伝子に変異が多かった。nutrient sensing は栄養源の感知し細胞
成長や代謝を制御するシグナル伝達機構である。一般的に二次代謝は特定の条
件でのみ活性化されるものであるが、その条件の 1 つは栄養状態である。また
細胞内の代謝が変化して二次代謝産物の原料となる物質の供給量が増えた場合、
生産性も向上すると考えられる。nutrient sensing に関わる遺伝子が二次代謝
産物の生産に関わるという報告も存在している [93, 94]。これらの遺伝子変異
により、FR901469 生産が活性化されるような細胞状態になったこと、または
細胞内の代謝の変化により FR901469 の原料の供給が増加したことが生産性向
上に繋がったと考えられた。 
真菌類では MAPK 経路は有性生殖やストレス応答に働くことが知られてい
る [95, 96]。加えて、Penicillium verrucosum での ochratoxin A 生産 [97]、 
Aspergillus nidulans での sterigmatocystin 生産  [98]、  N. crassa での
eumelanin 生産 [99] など MAPK 経路が二次代謝産物の生産を制御するとい
う報告も多数存在する。MAPK 経路は様々な細胞機能の制御に関わっており、
遺伝子変異によりその経路のシグナル伝達が乱されることで FR901469 生産が
活性化されたものと考えられた。また“Transcription” の機能カテゴリーに属す
る遺伝子にも変異が蓄積していた。一般的に二次代謝産物は特定の条件で生産
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されるものであるが、生産の有無は二次代謝産物生合成遺伝子の発現の有無に
よって制御されることが多いと考えられている。A. flavus での aflatoxin 生産
のように、転写因子の高発現により二次代謝産物の生産が向上するという報告
もある [100]。転写機構や転写因子の遺伝子に変異が入ることで発現制御が変化
し、その結果 FR901469 の生産性が向上した可能性が考えられた。 
 さらなる解析のため、FR901469 の生産性が高く育種の系統が違う 1769 株、
2874 株、2889 株の 3つの高生産変異株を選び、RNA-seq によるトランスクリ
プトーム解析を実施した。推定 FR901496 生合成遺伝子の発現量を比較したと
ころ、frbJを除くすべての遺伝子で野生株と比較して上昇していた (Fig. 2-5)。
また FR901469 生産性に合わせて発現量が高くなる遺伝子も多数存在した 
(frbA、 frbB、 fbC、 frbG、 frbH、 frbI)。3株で共通で発現上昇が見られた
遺伝子の機能カテゴリーごとのエンリッチメント解析でも  ”Secondary 
metabolites biosynthesis, transport and catabolism” が最上位であり(Table 
2-5)、高生産変異株では二次代謝が活性化されていることが示唆された。これら
の結果は、シグナル伝達や転写機構に関わる遺伝子の変異により二次代謝産物
である FR901469 の生産が活性化されたという仮説を支持するものである。生
産性向上の原因となっている遺伝子変異の特定は出来ていないが、何らかの遺
伝子変異が最終的に FR901469 生合成遺伝子の発現上昇を引き起こして生産性
向上に繋がったことが考えられた。 
 またエンリッチメント解析では ” Amino acid transport and metabolism” 
や ” Lipid transport and metabolism” が上位であった (Table 2-5)。脂質やア
ミノ酸は FR901469 の構成要素であり、原料として生合成時に利用されると考
えられる。nutrient sensing に関わる遺伝子に多く変異が入っており、それら
の影響でアミノ酸や脂質の代謝に関わる遺伝子が活性化され、原料の供給が増
加することで生産性が向上した可能性が考えられる。もしくは FR901469 の生
産性向上により、原料として使用されるアミノ酸や脂質が細胞内で不足してこ
れらの遺伝子が活性化された可能性もある。いずれのパターンであるかは不明
であるが、どちらの場合でも原料供給が FR901469 生産の律速因子であり、そ
の強化をすることで生産性が向上することが予想される。分子育種の観点では、
FR901469 生合成遺伝子の発現上昇に加えて、原料供給に関わる遺伝子の発現
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上昇も効果的であるのかもしれない。 
Feature value
Size (bp) 21,736,922
Contigs 25
Scaffolds 20
G+C content (%) 53.9
Protein-coding genes 9,694
tRNA genes 37
Table 2-1 Fungal sp. No.11243 genome features.
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*The yellow-highlighted numbers indicated the highest and the second highest values in
each scaffold.
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Mutant strain ID no.
Scaffold 
no.
Wild-
type
10-
10
487 626 685 1433 1503 1769 2024 2536 2873 2874 2877 2885 2889
scaffold0001 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 0.9 1.2 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 1.3
scaffold0002 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0003 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 0.9
scaffold0004 1.0 1.4 1.4 1.8 1.3 1.4 1.4 1.3 1.4 1.5 1.2 1.4 1.4 1.2 1.2
scaffold0005 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 0.9
scaffold0006 1.0 1.0 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0007 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
scaffold0008 1.0 1.0 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0009 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
scaffold0010 1.0 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9
scaffold0011 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0012 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0013 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9
scaffold0014 1.1 1.0 1.0 1.0 1.2 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.2
scaffold0015 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.1 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
scaffold0016 1.0 1.4 1.5 1.5 1.5 1.5 1.6 1.4 1.6 1.1 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
scaffold0017 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 0.9 1.3
scaffold0018 1.0 0.9 1.0 0.9 1.3 1.3 1.0 1.3 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0019 1.0 1.0 0.9 0.9 1.1 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.8 0.8
scaffold0020 1.1 1.0 0.9 0.8 0.8 0.8 0.8 1.1 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.7
Table 2-2 The ratio of NGS read depth in each scaffold.
*A: The number of annotated genes by Swiss-prot.
**NA: The number of not annotated genes. 
***Sum: Sum of annotated and not annotated mutated genes from wild-type strain.
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Strains
Number of
mutated genes
Parent Mutant A* NA** A+NA Sum***
wild-type 10-10 10 4 14 14
10-10 487 30 12 42 56
10-10 626 53 16 69 83
487 685 27 6 33 89
487 1433 14 8 22 78
626 1503 41 13 54 137
685 1769 38 15 53 142
1503 2024 12 7 19 156
2024 2536 7 4 11 167
2024 2873 1 4 5 161
2536 2874 17 5 22 189
2536 2877 7 4 11 178
2873 2885 9 10 19 180
2873 2889 13 9 22 183
Total 280 116 396 -
Table 2-3 The number of mutated genes in each strain.
wild to 1769 wild to 2874 wild to 2889
KOG Functional category (Number of genes
685
∣
1769
487
∣
685
10-10
∣
487
2536
∣
2874
2024
∣
2536
1503
∣
2024
626
∣
1503
10-10
∣
626
2873
∣
2889
2024
∣
2873
1503
∣
2024
626
∣
1503
10-10
∣
626
Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning (224) - + + - - - + + - - - + +
Cell motility (15) - - + - - - + - - - - + -
Cell wall/membrane/envelope biogenesis (172) - - + - - - - + + - - - +
Cytoskeleton (131) + - + - - - - + - - - - +
Defense mechanisms (79) - - - - - - - + - - - - +
Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport (383) - - - - + - - - - - - - -
Nuclear structure (25) - + - - - - + - - - - + -
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones (608) - + + + - + + - - - + + -
Signal transduction mechanisms (482) + + + - - + + + - - + + +
Extracellular structures (13) - - - - - - - - - - - - -
Chromatin structure and dynamics (138) - + + + - - + - - - - + -
Replication, recombination and repair (386) + + + + + + - - - - + - -
RNA processing and modification (280) + + - - - + - + - - + - +
Transcription (572) + + + + + + + - - - + + -
Translation, ribosomal structure and biogenesis (415) + + - - - - + + + - - + +
Amino acid transport and metabolism (627) - - + + - - + - - - - + -
Carbohydrate transport and metabolism (569) - - + - - + - + + - + - +
Coenzyme transport and metabolism (202) - - - + - - - - - - - - -
Energy production and conversion (491) - + - + + - - - + - - - -
Inorganic ion transport and metabolism (383) + - + - - + - - - - + - -
Lipid transport and metabolism (515) - + - - + - - + - - - - +
Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism (424) - + + + - - - + + - - - +
Nucleotide transport and metabolism (116) - - - - - - - - - - - - -
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Table 2-4 The increasing and decreasing pattern of mutated gene in each functional category
*Plus means that the ratio of mutated genes in that functional category increased in
mutant strain.
**The cells that three plus were sequentially appeared are yellow-highlighted.
KOG Functional category p value
[METABOLISM] Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 2.26E-25
[METABOLISM] Amino acid transport and metabolism 4.18E-18
[METABOLISM] Lipid transport and metabolism 1.09E-14
[METABOLISM] Energy production and conversion 6.34E-11
[METABOLISM] Coenzyme transport and metabolism 0.00014
[CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING] Defense mechanisms 0.00110
[METABOLISM] Carbohydrate transport and metabolism 0.00445
[METABOLISM] Inorganic ion transport and metabolism 0.00484
[CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING] Cell wall/membrane/envelope biogenesis 0.0287
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Table 2-5 Enrichment analysis of genes up-regulated in common with three FR901469
high-producing strains.
Fig. 2-1 Comparison of FR901469 structure and domains of putative FR901469
biosynthesis NRPS. A) Structure of FR901469. B) Estimated functional domains of a
putative FR901469 synthetase encoded by frbI (AN011243_029940). Order and
function of each domain in an FrbI molecule are described.
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A
B
Fig. 2-2 Genetic composition of a putative FR901469 biosynthesis gene cluster.
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Fig. 2-3 Visualization of the read depth mapped to reference genome. Vertical axis:
depth of genome sequence mapped NGS reads, horizontal axis: genome region.
30
Fig. 2-4 Average variant frequency in each scaffold. Bar graph shows mean values ±
standard error of means.
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Fig. 2-5 Relative productivity and expression levels of putative FR901469 biosynthesis
genes in wild-type and FR901469 high-producing mutant strains. The values of
FR901469 productivity or expression levels of each gene in wild-type strain were set to
1.0. The values of the means and standard deviations of three experiments are
represented.
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第三章 FR901469 生産性向上株の分子育種 
 
3.1 序 
 第二章で No.11243 株のゲノム解析と高生産変異株の変異点解析を実施した。
その結果、No.11243株のゲノムは二倍体である可能性が高いことが示唆された。
ゲノムが二倍体である場合には遺伝子破壊の際に２回の組換え操作が必要とな
る。一般的に糸状菌では相同組換え効率が低いことが分かっており [101-103]、
No.11243 株でも効率が低いことが予想される。そのうえで 1個の遺伝子破壊に
2回の組換え操作を行うことは、操作上の時間や手間が非常に大きくなり、実用
性に乏しい育種法となってしまう。当初は高生産変異株の解析より生産性向上
に寄与した遺伝子変異を特定し、それを破壊することで生産性向上株を育種す
るという方法を想定していたが、前述のように手間が大きいことが予想された
ため、本研究の分子育種の際は遺伝子破壊を行わないこととした。 
 ではどのような手法を用いて生産性向上株の分子育種を行うべきであろうか。
高生産変異株の解析結果より、“Signal transduction mechanisms”や
“Transcription”など、遺伝子の発現制御に関わる機能カテゴリーに変異遺伝
子が蓄積しており、遺伝子の発現制御機構が変化することが FR901469 生産性
向上に関わっている可能性が示唆された。またトランスクリプトーム解析の結
果より、実際に推定 FR901469 生合成遺伝子の発現量が上昇していることが分
かった。これらの結果から、生合成遺伝子の発現量を増加させることが
FR901469 の生産性向上に有効であることが予想された。特定の遺伝子クラス
ターの発現量を増加させる方法として、そのクラスター内に存在する転写因子
を高発現する方法がある [100]。推定 FR901469 生合成遺伝子クラスター内に
も転写因子と思われる遺伝子が存在しており、この遺伝子を高発現化させるこ
とでクラスター遺伝子の発現量が増加し、FR901469 生産性が向上することが
期待された。 
 “Signal transduction mechanisms”の機能カテゴリーに属する変異遺伝子
では、二次代謝遺伝子の発現に関わる遺伝子に加えて栄養源の資化性に関わる
遺伝子も多く見つかった。また高生産変異株のトランスクリプトーム解析の結
果より、アミノ酸生合成遺伝子全般の発現量が向上傾向にあることが分かった。
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これらの結果から、FR901469 生合成遺伝子に加えてアミノ酸生合成遺伝子の
活性化が生産性向上に寄与する可能性が考えられた。FR901469 はその分子内
にアミノ酸由来の構造を持っており、原料であるアミノ酸の供給量が増えるこ
とで生産性も向上する可能性がある。また過去の検討より、プロリンやチロシ
ンを培地中に添加することで FR901469 の生産性が向上するという知見も得ら
れている (data not shown)。工業的に培養を行う場合アミノ酸添加はコスト上
昇につながるため、アミノ酸生合成遺伝子の活性化による生産性向上株を分子
育種で取得することが望ましい。以上を踏まえて、分子育種による FR901469 生
産性向上株の取得を試みた。 
 
3.2 実験材料と方法 
 
3.2.1 使用菌株とゲノム情報 
 No.11243 株の野生株 (受託番号：FERM BP-3373) を frbF高発現株作製の
際の親株として使用した。 No11243 株の frbF 高発現株である TFH2-2 株を
frcpcA 高発現株作製の際の親株として使用した。プライマーデザイン、
RNA-seq の際のリファレンスゲノムとして No.11243 株の野生株ゲノム 
(accession no. DF938580-DF938599)  [28] を使用した。 
 
3.2.2 プラスミド作製 
 frbF 高発現株作製用プラスミドは 3種の DNA断片 (HSP20 promoter、frbF、
bleomycin resistance gene (bleR )) と pUC19 ベクターを In-Fusion HD 
Cloning Kit (Clontech, CA, USA) を用いて結合することで作製した。frcpcA高
発現株作製用プラスミドは同様の方法で 3 種の DNA 断片  (adh5 promoter、
frcpcA、hygromycin resistance gene (hph )) と pUC19 ベクターを結合するこ
とで作製した。DNA断片を調製するためのPCRはKOD-Plus DNA polymerase 
(Toyobo, Osaka, Japan) を用いてプロトコール通りに行った。使用したプライ
マーは Table 3-1 に記載した。 
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3.2.3 形質転換 
 形質転換の菌体回収のため、No.11243 株の親株が生育した 5 mm辺のプレー
ト培地を 20 mL のシード培地を添加した 100 mL 三角フラスコに植菌し、25℃、
180 rpm で 5日間培養した。シード培地は 4% soluble starch (Nacalai Tesque, 
Kyoto, Japan)、2% cottonseed flour (Sigma-Aldrich, MO, USA)、1% soybean 
flour (Sigma-Aldrich)、1% KH2PO4、0.2% CaCO3 を水と混合し、三角フラス
コに分注後 121℃で 20分オートクレーブ滅菌することで作製した。さらにその
培養液400 μL を20 mL の形質転換培地を添加した100 mL 三角フラスコに植
菌し、25℃、180 rpm で 3日間培養した。形質転換培地は 1.0% soluble starch、
0.5% glucose、2.0% Brain Heart Infusion (Becton, Dickinson and Company, 
NJ, USA)、0.5% KH2PO4 を水と混合し、三角フラスコに分注後 121℃で 20分
オートクレーブ滅菌することで作製した。 
培養後の菌体を Miracloth (Merck Millipore, MA, USA) でろ過により回収
し、10 mL の TF solution A (1 M KCl、10 mM MgCl2、25 mM CaCl2) で洗浄
した。洗浄後の菌体を 10 mM dithiothreitol (DTT)を添加して pH8.0 に調整し
た TF solution A に懸濁して 30℃で 30分間インキュベートした。インキュベー
ト後の菌体をDTT を含まないTF solution A で洗浄後、0.5% Yatalase (Takara, 
Shiga, Japan) と 0.5% Zymolyase (Nacalai Tesque) を添加した TF solution A 
に懸濁して 80 rpm で振盪しながら 30℃で 3時間インキュベートした。細胞壁
残渣を Miracloth を用いてろ過してろ液に含まれるプロトプラストを回収し、
1 mL あたり108 個になるようにTF solution B (1.2 M sorbitol、50 mM CaCl2、
10 mM Tris-HCl、pH 7.5) に懸濁した。約 5 μg のプラスミド DNAと 200 μL 
のプロトプラスト懸濁液をよく混合し氷上に 30分静置後、1 mL の TF solution 
C (40% polyethylene glycol 3350、50 mM CaCl2、10 mM Tris-HCl、pH 7.5) を
加えてよく混合し、25℃で 1時間インキュベートした。その後、frbF 高発現株
作製時は 0.02%の Zeocin (Invitrogen, MA, USA)、frcpcA 高発現株作製時は
0.1%の Hygromycin B (Wako, Osaka, Japan) を含む再生用プレート培地 (0.6 
M sucrose、1% yeast extract (Becton, Dickinson and Company)、5 mM CaCl2、
0.1% ZnSO4、0.1% MnSO4、0.75% agar) にプロトプラスト溶液を播種し、30℃
でコロニーが形成するまで 8~10日間培養をした。 
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3.2.4 PCRによる形質転換株の確認 
 親株と形質転換株のゲノム DNAは NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel, 
Düren, Germany) をプロトコールに従って使用して回収した。得られたゲノム
DNA 20 ng を KOD-Plus DNA polymerase を用いてプロトコール通りに PCR
を実施した。frbF 高発現株作製時はプライマーとして TF_check_pro4F と
TF_check_TF_R を 、 frcpcA 高 発 現 株 作 製 時 は qPCR_cpc1_F と 
qPCR_cpc1_R をそれぞれ用いた (Table 3-1)。PCR 後の溶液 5 μL を SYBR 
safe DNA gel stain (Invitrogen) を含んだ 1% (wt/vol) アガロースゲルを用い
て、Tris-acetate-EDTA buffer (pH 8.3) を移動相として 100Vで 30分間電気泳
動した。1 kb DNA ladder dye plus (TaKaRa) を分子量マーカーとして使用し
た。 
 
3.2.5 FR901469 の生産培養 
 前培養として、No.11243 株の野生株もしくは形質転換株が生育した 5 mm辺
のプレート培地を 20 mL のシード培地を添加した 100 mL 三角フラスコに植
菌し、25℃、220 rpm で 5日間培養した。シード培地の成分と調整方法は 3.2.3 
に記載した。生産培養培地は 7% soluble starch、1% glucose、4% cottonseed 
flour、6% corn steep liquor (Sigma-Aldrich)、1% (NH4)2SO4、0.5% Bacto 
Peptone (Becton, Dickinson and Company)、0.44% K2HPO4、1.0% KH2PO4、
0.1% antiform PE-L (Wako, Osaka, Japan)、0.1% antiform SI (Wako) を水と
よく混合し、1 M NaOH で pH 6.0 に調整後三角フラスコに分注し、121℃、
20分オートクレーブ滅菌することで調製した。野生株と TFH2-2株の生産性比
較の際は 100 mL 三角フラスコに 20 mL の生産培養培地を、TFH2-2 株と
TFCH3 株の生産性比較の際は 500 mL 三角フラスコに 100 mL の生産培養培
地を添加して生産培養を実施した。生産培養は 2%分の前培養液  (親株と
TFH2-2 株比較時は 400 μL、TFH2-2株と TFCH3株比較時は 2 mL) を植菌し
て 25℃、220 rpm で 8日間実施した。 
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3.2.6 FR901469 生産性測定 
 200 μL の培養液を 1.5 mL のチューブに分注後、800 μL のエタノールを添
加してよく混合して 30分間室温で静置することで FR901469 の抽出を行った。
抽出後のサンプルは 15,000 rpm、室温で 10 分間遠心分離を行った後、上清を
0.22 μmのフィルターでろ過した。 
 フィルターろ過後の抽出液 2 μL を Acquity UPLC system (Waters, MA, USA) 
を用いて分析した。カラムは Acquity UPLC BEH C18 1.7 μm 2.1 × 50 mm 
reversed-phase column (Waters) を使用した。流速が 0.6 mL/min で 0.1% 
formic acidを含んだ 36% acetonitrile溶液で抽出液中の FR901469 を吸着後、
acetonitrile 濃度を 46%までグラジエントをかけて溶出させた。FR901469 の
生産性は 210 nm の紫外線吸光度でスタンダードとエリア値を比較することで
定量した。 
 
3.2.7 RNA抽出と精製 
 培養の 4日目と 6日目の培養液から RNA抽出を実施した。2 mL の培養液を
Miracloth でろ過して菌体を回収した。回収した菌体は Milli-Q 水でよく洗浄
後、液体窒素で凍結させてすり鉢で粉末状になるまで破砕した。粉末状の菌体
から 1.5 mL ISOGEN (Nippon Gene, Tokyo, Japan) を使用して RNAを抽出
後、RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) を用いてプロトコールに従
って RNA精製を実施した。 
 
3.2.8 定量的リアルタイム PCR解析 
 培養 4 日目と 6 日目の培養液から抽出・精製した RNA を解析に使用した。
high-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, MA, USA) を用いて
200 ngの精製 RNAの逆転写反応を実施した。Fast SYBR Green Master Mix 
(Applied Biosystems) を用いてプロトコールに従って反応液を調製し、
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) を使用して定量
的リアルタイム PCR を実施した。 frbF (ANO11243_029900)、 frcpcA 
(ANO11243_057900) 、 actin (ANO11243_017460) 、 histone H4 
(ANO11243_000070) の各遺伝子の発現量測定に用いたプライマーはTable 3-1 
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に記載した。actin 遺伝子は内部標準として、histone H4 遺伝子はコントロー
ルとして発現量測定に用いた。 
 
3.2.9 RNA-seq 解析 
 培養 4日目と 6日目の培養液から抽出・精製した RNAを解析に使用した。精
製 RNAを Truseq Stranded mRNA and Total RNA Sample Preparation Kit 
(Illumina) を用いて前処理して、MiSeq を使用してシークエンスを行った。
bowtie2 [104] によりインデックス化されたリファレンスゲノムに、高品質のシ
ークエンスリードを Tophat2 [105] を用いてマッピングした。その後 Cufflinks 
v2.2.1 [106] を用いて各遺伝子の正規化された発現量 (FPKM, fragments per 
kilobase of exon per million mapped fragments) を計算した。遺伝子発現量の
有意差は Cuflinks 内のプログラムにより Benjamini–Hochberg correction を
用いて計算し、q value が0.05 未満の場合に発現量に有意差があると判断した。
本研究で使用した RNA-seq のリードデータは DDBJ に登録した (野生株：
DRX040479-DRX040484、TFH2-2 株 1 回目：DRX041623-DRX041628、
TFH2-2 株 2 回 目 ： DRX041710-DRX041715 、 TFCH3 株 ：
DRX041704-DRX041709)。 
  
3.3 結果 
 
3.3.1 frbF 高発現株の作製 
 推定 FR901469 生合成遺伝子の遺伝子産物のドメイン構造予測の結果、FrbF
は既知のタンパク質と相同性は無かったが、C末端側に C2H2ジンクフィンガー
モチーフ [107] を持ち転写因子として機能することが予測された (Fig. 3-1)。
そこで frbF 高発現株の作製を試みた。HSP20 プロモーター下で frbF を高発
現させるためのプラスミドを作製し (Fig. 3-2)、非相同組換えにより遺伝子発現
ユニットをゲノム DNAに導入するというコンストラクトを用いた。プラスミド
を No.11243 株の野生株に形質転換を行い、TFH2-2 株が得られた。PCR 法を
用いて、HSP20 プロモーターと frbF 遺伝子が連続した DNA 領域が TFH2-2
株ゲノム中に挿入されていることを確認した (Fig. 3-3)。 
39 
 
 
3.3.2 リアルタイム PCRによる frbF 発現量の測定 
 野生株と THF2-2 株の FR901469 生産培養を行った。菌体の生育に関して、
野生株と TFH2-2 株間で差は見られなかった。frbF が高発現しているか確認す
るため、培養 4日目と 6日目の培養液から回収したRNAからリアルタイム PCR
により frbFの発現量の比較検討を実施した。測定の結果、hisone H4 の発現量
はほとんど変化がない一方で TFH2-2株の frbF発現量は野生株と比較して培養
4日目、6日目でそれぞれ 5.2 倍、1.9倍であった (Fig. 3-4)。 
 
3.3.3 野生株と TFH2-2株の FR901469生産性の比較 
 野生株と TFH2-2 株において、FR901469 生産性の比較を実施した。培養 4
日目から 8 日目まで測定し、すべての日数で TFH2-2 株の生産性は野生株を有
意に上回っていた (Fig. 3-5)。培養 8日目で、TFH2-2株の生産性は野生株の 3.4
倍であった。 
 
3.3.4 TFH2-2株のトランスクリプトーム解析 
 frbF 高発現の影響を調べるため RNA-seq によるトランスクリプトーム解析
を実施した。培養 4日目と 6日目の培養液から抽出した RNAを用いて解析を行
った。野生株と比較して、TFH2-2株では培養 4日目と 6日目でそれぞれ 1,386
個、894個の遺伝子の発現量が有意に上昇し、それぞれ 1,375個、461個の遺伝
子の発現量が有意に低下していた。推定 FR901469 生合成遺伝子群の発現量を
比較したところ、10 個中 7 個の遺伝子が TFH2-2 株では有意に上昇していた 
(Fig. 3-6)。残りの 3個の遺伝子の発現量は同等であった。No.11243株ゲノム中
の NRPS遺伝子と PKS遺伝子の発現量を確認したところ、frbB と frbI を除く
と、PKS の一つである ANO11243_012330 遺伝子の培養 4 日目のみ有意な発
現上昇が見られたが、他の NRPSもしくは PKS遺伝子では発現上昇が見られな
かった (Table 3-2)。 
 frbF 高発現が菌に与える影響を調べるために、多くの遺伝子発現量上昇が見
られる遺伝子群の抽出を行った。一次代謝に関する遺伝子群では、エルゴステ
ロール合成に関わる遺伝子が TFH2-2 株では上昇傾向にあることが分かった 
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(Table 3-3)。13個の遺伝子のうち、培養 4日目と 6日目でそれぞれ 5個と 8個
の遺伝子発現量が有意に上昇した一方で、発現量が有意に低下した遺伝子はそ
れぞれ 1個と 0個であった。培養 6日目では、Delta(14)-sterol reductase 遺伝
子(ANO11243_002430) を除いたすべての遺伝子で平均発現量が TFH2-2 株で
は野生株より大きい値を示した。 
 β-1,3-グルカンの代謝酵素遺伝子にも TFH2-2 株において発現上昇傾向が見
られた (Table 3-4)。11 個の遺伝子のうち、培養 4 日目と 6 日目でそれぞれ 5
個と 6 個の遺伝子発現量が有意に上昇した一方で、発現量が有意に低下した遺
伝子はそれぞれ 1 個と 0 個であった。有意差が検出されなかった遺伝子でも、
ほとんどの遺伝子で平均発現量は TFH2-2 株の方が野生株より大きい値を示し
ていた。またキチン合成酵素遺伝子も培養４日目に発現上昇傾向が見られた 
(Table 3-5)。培養 4日目で 7個の遺伝子のうち 4個が有意に発現上昇していた。 
 
3.3.5 frcpcA 遺伝子の発見 
 TFH2-2 株のさらなる生産性向上のため、高発現により FR901469 の生産性
向上に繋がる遺伝子の探索を試みた。No.11243 株の野生株と 9種の FR901469
生産性向上変異株(10-10、 487、 626、 1503、 1769、 2024、 2536、 2874、 
2889、 Fig. 1-3 参照)に関して FR901469 の生産性と各遺伝子の発現量の相関
を確認し、発現量が FR901469 生産性と高い相関 をもつ遺伝子 
ANO11243_057900 を 見 出 し た  (Fig. 3-7) 。 相 同 性 解 析 の 結 果 、
ANO11243_057900 の遺伝子産物は N. crassa の cross-pathway control gene 
1 (Cpc1) や Saccharomyces cerevisiae の Gcn4 と相同性が高く (Fig. 3-8)、本
遺伝子を frcpcA と名付けた。ドメイン検索の結果、FrcpcA は C 末端側に bZIP 
モチーフを持っていた (Fig. 3-9) 
  
3.3.6 frcpcA 高発現株の作製 
 frcpcA 高発現株の作製を試みた。ADH5 プロモーター下で frcpcA を高発現
させるためのプラスミドを作製し (Fig. 3-10)、非相同組換えにより遺伝子発現
ユニットをゲノム DNAに導入するというコンストラクトを用いた。TFH2-2株
に前述の方法で形質転換を行い、TFCH3 株が得られた。PCR による確認によ
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り、adh5プロモーターと frcpcA遺伝子が連続した DNA領域が TFCH3 株ゲノ
ム中に挿入されていることが確認された (Fig. 3-11)。 
 frcpcA の発現量確認のためにリアルタイム PCR を行った。解析の結果、
hisone H4 の発現量はほとんど変化がない一方で TFCH3 株の frcpcA の発現
量は親株である TFH2-2 株と比較して培養 4 日目と 6 日目でそれぞれ 2.3 倍、
1.8倍であった (Fig. 3-12)。 
 
3.3.7 TFH2-2株と TFCH3株の FR901469生産性の比較 
 TFH2-2株と TFCH3株において、FR901469 生産性の比較を実施した。培養
4 日目から 8 日目まで測定し、すべての日数で TFH2-2 株の生産性は野生株を
有意に上回っていた (Fig. 3-13)。培養 8日目で、TFCH3株の生産性は TFH2-2
株の 1.8倍であった。 
 
3.3.8 TFH2-2 株と TFCH3 株のトランスクリプトーム解析による比較 
 RNA-seq によるトランスクリプトーム解析によって、TFH2-2 株と TFCH3 
株の比較を実施した。TFH2-2株と比較して、TFCH3株では培養 4日目と 6日
目でそれぞれ 230個、135個の遺伝子の発現量が有意に上昇し、それぞれ 45個、
31個の遺伝子の発現量が有意に低下していた。推定 FR901469 生合成遺伝子の
中で有意に発現上昇している遺伝子は無く、培養 6日目の frbJ のみ有意に発現
量が低下していた (Fig. 3-14)。 
 アミノ酸生合成遺伝子について発現量の比較を行った。グルタミン酸デヒド
ロゲナーゼ遺伝子 (gdh1) は培養 4 日目、６日目ともに TFCH3 株で有意に発
現上昇していた (Fig. 3-15A)。FR901469 の構成アミノ酸のうち、プロリン生
合成に関与する 3個の遺伝子 (pro1、 pro2、 pro3 ) では、培養 4日目は pro1 
と pro2、培養 6日目では pro1 のみ有意に発現上昇していた (Fig. 3-15B)。チ
ロシン生合成に関わる 8個の遺伝子では、培養 4日目、6日目ともに aro4a、 aro1、
aro2 が TFCH3 株で有意に発現上昇しており、発現低下している遺伝子は無か
った (Fig. 3-15C)。オルニチンとアルギニンの生合成に関わる 7 個の遺伝子で
は、培養 6日目の arg2 を除きすべての遺伝子が TFCH3株で有意に発現上昇し
ていた (Fig. 3-15D)。すべてのアミノ酸生合成に関わる遺伝子の発現量の比較
42 
 
を Table 3-6-1、 3-6-2 に示した。 71個の遺伝子のうち、TFCH3株では培養
4日目、6日目でそれぞれ 29個、27個の遺伝子の発現量が TFCH3では有意に
上昇し、有意に発現低下した遺伝子は無かった。 
 アミノ酸生合成遺伝子以外に発現変動が大きい遺伝子群を探索した。その結
果、TFCH3株では tRNAリガーゼ遺伝子に発現上昇している遺伝子が多く見ら
れることが分かった (Table 3-7)。全 33 個の tRNA リガーゼ遺伝子のうち、培
養 4 日目、6 日目でそれぞれ 19 個、8 個の遺伝子の発現量が有意に上昇してお
り、有意に発現低下している遺伝子は無かった。tRNA の種類別に比較すると、
ミトコンドリアで働く tRNA リガーゼ遺伝子より細胞質で働く tRNA リガーゼ
遺伝子の方が発現上昇した遺伝子が多く、全 20 個の遺伝子のうち培養 4 日目、
6日目でそれぞれ 16個、7個の遺伝子の発現量が有意に上昇していた。 
 
3.4 考察 
 No.11243株の FR901469 高生産変異株の解析結果より、推定 FR901469 生
合成遺伝子の高発現化が生産性向上に繋がることが予想された。そこで本章で
はまず推定 FR901469 生合成遺伝子クラスター内に存在する転写因子遺伝子
frbF の高発現株である TFH2-2株を作製した。TFH2-2 株では frbF のみなら
ず frbA、 frbB、 frbC、 frbG、 frbH、 frbI 遺伝子も高発現化しており (Fig. 
3-6)、FR901469 生産性も野生株の 3.4 倍に向上していた (Fig. 3-5)。推定
FR901469 生合成遺伝子クラスターの高発現化が FR901469 生産性向上に繋
がっており、本クラスターが FR901469 の生産に関わっていることを強く示唆
する結果となった。また frbI 以外に発現上昇が見られる NRPS は存在せず 
(Table 3-2)、frbF の影響は推定 FR901469 生合成遺伝子に特異的であることが
分かった。一般的に糸状菌類は複数の二次代謝産物を産生することが多いが、
目的物質以外の二次代謝産物は不純物となる。また他の二次代謝産物と原料物
質の競合が起きて目的物質の生産性の低下が起こることも懸念される。二次代
謝産全体を活性化させるのではなく、目的の二次代謝産物のみの生産を向上さ
せる方法は工業化や生産性の面で有用である。 
 野生株と TFH2-2 株のトランスクリプトーム解析による比較を行った。興味
深いことに、TFH2-2株ではβ-1,3-グルカンの代謝に関わる酵素遺伝子に発現上
43 
 
昇している遺伝子が多く見られた (Table 3-4)。FR901469 はβ-1,3-グルカン合
成酵素阻害活性を持ち、細胞壁合成を阻害することで抗真菌活性を持つことが
分かっている [20]。No.11243 株もβ-1,3-グルカン合成酵素遺伝子を持ってい
るが、自身の生産する FR901469 への耐性機構については分かっていない。frbF 
の高発現による FR901469 の生産性向上により自細胞も細胞壁ストレス受け、
それに対応するためにβ-1,3-グルカン代謝遺伝子の発現上昇が起こったのかも
しれない。また、TFH2-2株でキチン合成酵素遺伝子も培養４日目に発現上昇傾
向が見られたが (Table 3-5)、これも細胞壁ストレスに対応するためであると考
えられた。 
 エルゴステロール合成酵素遺伝子についても、野生株と比較して TFH2-2 株
では発現上昇傾向が見られた (Table 3-3)。FR901469 は脂肪酸鎖を PKSで合
成すると思われるが、その原料はアセチル CoA である。FR901469 の生産が増
加した結果細胞内のアセチル CoA の消費量が増加し、同じくアセチル CoA か
ら合成されるエルゴステロール生産量が原料の競合により減少した結果、エル
ゴステロール合成酵素遺伝子の発現誘導が起きたのかもしれない。別の理由と
して細胞膜ストレスが挙げられる。FR901469 は水溶性の環状ペプチド部位と
疎水性の脂肪酸鎖部位を持つ両親媒性物質であり、生産性向上により培養液中
の濃度が高くなると細胞膜にストレスを与える可能性がある。細胞膜の恒常性
維とストレス耐性のためにエルゴステロール生合成遺伝子の発現上昇が起こっ
た可能性も考えられた。 
 アミノ酸生合成に関わる遺伝子に注目しながら FR901469 高生産変異株で
FR901469 生産性と発現量の相関が高い遺伝子を探索した結果、
ANO11243_057900 が見つかり (Fig. 3-7)、N. crassa の Cpc1 と相同性が高い
ため frcpcA と名付けた (Fig. 3-8)。Cpc1 や Gcn4 はアミノ酸の生合成遺伝子
の制御に関わるという報告があり [108、109]、frcpcA を高発現させることで
FR901469 の原料となるアミノ酸の生合成が活性化されると考えられた。 
 TFH2-2 株に遺伝子高発現 DNA カセットを導入し、frcpcA を高発現化させ
た株である TFCH3 株を作製した (Fig. 3-10、 3-11)。qPCR により frcpcA の
発現量を確認した結果、培養 4 日目、６日目どちらとも TFCH3 株では親株で
ある TFH2-2株より発現量が高く (Fig. 3-12)、frcpcA が目的通り高発現化され
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ていた。FR901469 生産性を比較すると、TFCH3 株では TFH2-2 株と比較し
て 1.8 倍に向上していた (Fig. 3-13)。トランスクリプトーム解析より推定
FR901469 生合成遺伝子の発現量を比較したが、TFCH3株で発現上昇は見られ
なかった (Fig. 3-14)。そのため、FR901469 生合成遺伝子発現の活性化以外の
原因で生産性向上が起こったことが示唆された。アミノ酸生合成遺伝子の発現
量に着目すると、アンモニアを資化してアミノ酸合成を行うグルタミン酸シン
ターゼ遺伝子や、FR901469 の構成アミノ酸であるプロリン、チロシン、オル
ニチンの生合成遺伝子の多くが TFCH3 株で有意に発現上昇していた (Fig. 
3-15)。高生産変異株の過去の知見より、プロリンやチロシンを培地に添加する
と生産性が向上するという報告があり (data not shown)、構成アミノ酸の生合
成能の強化が FR901469 生産性向上に繋がったと考えられた。 
 アミノ酸生合成以外の遺伝子に着目したところ、TFCH3 株では細胞質で働
く tRNAリガーゼ遺伝子の多くで発現上昇が見られた(Table 3-7)。 N. crassa 
や C. albicans において、Cytplasmic tRNA遺伝子の多くが cpc1 によって発
現調整されているという報告がある [110]。種が離れている N. crassa、C. 
albicans、No.11243 株で同じ現象が見られたことはとても意義深く、frcpcA の
ホモログが糸状菌内でよく保存されていることを示唆している。そのため
frcpcA ホモログの高発現化によるアミノ酸系二次代謝産物の生産性向上も、
No.11243 株に限らず多くの真菌類で適応できる可能性が考えられる。転写因子
高発現とはメカニズムが異なるため相乗効果が期待でき、これら 2 種の遺伝子
の高発現化は糸状菌の二次代謝産物生産性向上のスタンダードな方法となり得
るかもしれない。 
  
Table 3-1 List of primers used in this study.
Primer name Primer sequence
Plasmid construction
FR1469_1-880pro_F 5'- CGGTACCCGGGGATCTGGCTTCTTGCTTGCACGT-3’
FR1469_1-880pro_R 5'- CTGAGGGCAGTGCATGTTGCGAGAGGTGTTGATGTAGAC-3’
1469_505gene+ter_F 5'- ATGCACTGCCCTCAGTCTG-3’
1469_505gene+ter_R 5'- CCTCCATGTTGGAGTTGGTGTGCTGGGGACG-3’
Bler_inF_F 5'- ACTCCAACATGGAGGGGTAC-3’
Bler_inF_R 5'- CGACTCTAGAGGATCGGGTGGTGACGAAAATCTG-3’
pUC19_p9-126_F 5'- CGGTACCCGGGGATCCCCTCAACCCAGCCCTGTC-3’
p9-126_R 5'- GATCGAATCAAGTATGAATGTCGTTCAG-3’
pro5_CPC1_F 5'- ATACTTGATTCGATCATGCCCGGAGGTAATTTGCC-3’
CPC1_R_hph 5'- CTGGACCCCGAAGGCTGTACAATGAGGCTCCGAAATGAAC-3’
hph_F 5'- GCCTTCGGGGTCCAGCCACGC-3’
hph_R_pUC19 5'- CGACTCTAGAGGATCAGGAGCCATGGCGGGCAAAAG-3’
qPCR
TF_check_pro4F 5'- CCCCAGATAGGAGAACGCCAATGAG-3’
TF_check_TF_R 5'- CGGGTAGGGCTTGATGTAGAGCGAG-3’
FR_TF_qPCR_F1 5'- CCCACAACCAGCATCAAAACAAG-3’
FR_TF_qPCR_R1 5'- GCTCTTTGATGTGCCTGACCAAG-3’
FR_actin_qPCR_F 5'- CCCAAGTCGAACCGTGAGAAG-3’
FR_actin_qPCR_R 5'- CCATCACCAGAGTCTAGCACGATAC-3’
qPCR_cpc1_F 5'- CACTCCCGATGATTTCGATG-3’
qPCR_cpc1_R 5'- CGTTAGAAGTGGCAGGCTC-3’
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Gene ID Feature
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_007720 Polyketide synthase 1.6 no 0.9 no
ANO11243_007780 Polyketide synthase 1.5 no 1.0 no
ANO11243_012330 Polyketide synthase 2.1 yes*** 1.3 no
ANO11243_012980 Nonribosomal peptide synthetase 0.9 no 0.6 no
ANO11243_043960 Nonribosomal peptide synthetase 1.2 no 1.3 no
ANO11243_060970 Nonribosomal peptide synthetase 1.2 no 1.1 no
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Table 3-2 Comparison of expression levels of PKS and NRPS genes except for putative
FR901469 biosynthesis cluster genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID Description
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_074010 Farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1.1 no 1.3 no
ANO11243_020490 Lanosterol synthase 1.5 yes*** 1.9 yes
ANO11243_004550 Sterol 14-alpha demethylase 1.0 no 2.0 yes
ANO11243_002430 Delta(14)-sterol reductase 0.9 no 1.0 no
ANO11243_061210 Methylsterol monooxygenase 1.4 yes 2.8 yes
ANO11243_021700 Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase 1.2 no 1.2 no
ANO11243_073040 Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase 2.1 yes 2.0 yes
ANO11243_059550 3-keto-steroid reductase 0.7 yes 1.2 no
ANO11243_061320 Sterol 24-C-methyltransferase 1.2 no 3.4 yes
ANO11243_069260 Sterol 24-C-methyltransferase 0.9 no 2.0 yes
ANO11243_088970 Sterol-C5-desaturase 1.4 yes 2.6 yes
ANO11243_025640 C-22 sterol desaturase 1.3 yes 1.9 yes
ANO11243_051550 Sterol Delta(24(28))-reductase 0.8 no 1.2 no
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Table 3-3 Comparison of expression levels of ergosterol biosynthesis genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID Description
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_001290 Glucan 1,3-beta-glucosidase 1.4 yes 1.1 no
ANO11243_002120 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3.8 no 5.7 no
ANO11243_022140 Glucan 1,3-beta-glucosidase 3.3 yes*** 2.4 yes
ANO11243_034770 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3.6 no 1.6 yes
ANO11243_041170 Glucan 1,3-beta-glucosidase 1.6 yes 1.6 yes
ANO11243_059760 Endo-1,3(4)-beta-glucanase 1 6.3 yes 3.0 yes
ANO11243_077660 Beta-1,3-glucan-binding protein 2.6 yes 3.2 yes
ANO11243_088670 Beta-1,3-glucan-binding protein 1.5 yes 1.1 no
ANO11243_004440 Probable glycosidase 0.6 yes 1.2 no
ANO11243_006880 Probable endo-1,3(4)-beta-glucanase 2.7 no 2.9 no
ANO11243_078530 Probable endo-1,3(4)-beta-glucanase 1.2 no 1.4 no
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Table 3-4 Comparison of expression levels ofβ-1,3-glucan catabolic enzyme genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID Description
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_090730 Class-I chitin synthase A 1.2 no 2.3 yes
ANO11243_063320 Chitin synthase 2 0.8 no 0.8 no
ANO11243_026640 Chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 8 1.6 yes*** 0.9 no
ANO11243_026620 Chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 6 1.1 no 1.0 no
ANO11243_025240 Class-VI chitin synthase D 1.8 yes 1.2 no
ANO11243_007480 Class-IV chitin synthase 4 1.3 yes 1.4 no
ANO11243_044320 Class-III chitin synthase G 2.0 yes 1.4 no
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Table 3-5 Comparison of expression levels of chitin synthases genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Table 3-6-1 Comparison of expression levels amino acid biosynthesis genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID
Homolog gene of 
Saccharomyces cerevisiae
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_072730 his1 1.5 no 2.5 no
ANO11243_010970 his4 4.9 yes*** 5.7 yes
ANO11243_049040 his6 1.7 no 1.5 no
ANO11243_036700 his7 2.8 yes 2.6 yes
ANO11243_048870 his3 1.1 no 0.6 no
ANO11243_079390 his5 5.0 yes 6.8 yes
ANO11243_003790 his2 1.0 no 0.8 no
ANO11243_003140 aro4a 3.7 yes 3.8 yes
ANO11243_044030 aro4b 2.2 yes 1.9 no
ANO11243_002740 aro3 1.2 no 2.1 no
ANO11243_074270 aro1 1.9 yes 2.9 yes
ANO11243_052530 aro2 2.5 yes 3.5 yes
ANO11243_025150 trp2 3.4 yes 3.5 yes
ANO11243_064960 trp4 2.1 no 1.1 no
ANO11243_023750 trp1 2.3 yes 2.8 yes
ANO11243_025970 trp5 2.5 yes 2.3 no
ANO11243_085640 aro7 2.3 no 1.8 no
ANO11243_048230 pha2 1.5 no 1.1 no
ANO11243_007360 aro8 1.6 no 1.0 no
ANO11243_020920 tyr1 0.9 no 1.1 no
ANO11243_005270 alt1 4.4 yes 4.0 yes
ANO11243_029410 asp5 1.4 no 1.3 no
ANO11243_025730 aat1 0.8 no 0.8 no
ANO11243_022790 asn1 6.0 yes 13.6 yes
ANO11243_022660 gdh1 3.5 yes 2.9 yes
ANO11243_015890 glt1 1.3 no 1.7 no
ANO11243_090650 gln1 0.9 no 1.1 no
ANO11243_047900 ser3 2.8 yes 2.4 yes
ANO11243_017340 ser1 1.1 no 1.7 no
ANO11243_051920 ser2 0.6 no 0.5 no
ANO11243_011390 shm1 1.0 no 0.7 no
ANO11243_005230 shm2 0.9 no 1.0 no
ANO11243_003880 agx1 1.2 no 1.0 no
ANO11243_003570 gly1 1.2 no 0.8 no
ANO11243_047920 hom3 1.4 no 2.2 no
ANO11243_084070 hom2 1.9 yes 3.3 yes
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Table 3-6-2 Comparison of expression levels amino acid biosynthesis genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID
Homolog gene of 
Saccharomyces cerevisiae
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_060010 hom6 0.9 no 1.0 no
ANO11243_073150 thr4 1.7 no 1.7 no
ANO11243_030800 cha1 1.0 no 1.4 no
ANO11243_037710 ivl1a 1.7 no 1.4 no
ANO11243_074640 ivl1b 1.9 yes*** 3.5 yes
ANO11243_060910 ilv2 3.2 yes 3.8 yes
ANO11243_022390 ilv6 1.5 no 2.1 no
ANO11243_033790 ilv3 0.9 no 0.9 no
ANO11243_052080 ilv3b 1.5 no 1.8 no
ANO11243_003300 bat1 1.3 no 1.8 no
ANO11243_016160 bat2 3.3 yes 2.3 no
ANO11243_096940 leu4 3.2 yes 3.6 yes
ANO11243_064030 leu1 0.7 no 2.0 no
ANO11243_055060 leu2 0.4 no 0.9 no
ANO11243_082710 cys4 1.0 no 0.6 no
ANO11243_089340 cys3 1.2 no 1.0 no
ANO11243_062790 irc7 1.4 no 1.5 no
ANO11243_009210 met6 0.7 no 0.8 no
ANO11243_082750 arg2 2.0 yes 1.7 no
ANO11243_076880 arg5 2.7 yes 3.9 yes
ANO11243_025790 arg8 3.6 yes 3.6 yes
ANO11243_048560 arg7 3.3 yes 4.5 yes
ANO11243_022380 arg3 3.0 yes 4.2 yes
ANO11243_040650 arg1 4.4 yes 9.7 yes
ANO11243_008510 arg4 5.4 yes 13.0 yes
ANO11243_014640 pro1 2.3 yes 3.2 yes
ANO11243_054600 pro2 2.8 yes 1.5 no
ANO11243_083460 pro3 0.7 no 0.9 no
ANO11243_024450 lys21 4.9 yes 7.7 yes
ANO11243_022880 aco2 1.5 no 2.7 yes
ANO11243_017330 lys4 0.6 no 1.2 no
ANO11243_021120 lys12 1.7 no 3.2 yes
ANO11243_021350 lys2 1.6 no 3.2 yes
ANO11243_089120 lys9 1.9 no 2.4 no
ANO11243_021160 lys1 2.1 no 2.3 no
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Table 3-7 Comparison of expression levels of tRNA ligase genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID Description
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
Cytoplasmic tRNA ligase
ANO11243_046220 Tyrosine--tRNA ligase 2.0 yes*** 1.3 no
ANO11243_090530 Tryptophan--tRNA ligase 2.3 yes 3.3 yes
ANO11243_012600 Threonine--tRNA ligase 1.2 no 1.0 no
ANO11243_031760 Leucine--tRNA ligase 1.7 no 1.4 no
ANO11243_079920 Isoleucine--tRNA ligase 4.2 yes 2.2 no
ANO11243_077560 Methionine--tRNA ligase 1.9 yes 1.9 no
ANO11243_047800 Serine--tRNA ligase 2.6 yes 2.0 no
ANO11243_021840 Aspartate--tRNA ligase 1.0 no 1.4 no
ANO11243_050830 Aspartate--tRNA ligase 2.0 yes 1.6 no
ANO11243_031390 Proline--tRNA ligase 2.0 yes 1.1 no
ANO11243_034720 Proline--tRNA ligase 40.1 yes 16.8 yes
ANO11243_019120 Cysteine--tRNA ligase 3.8 yes 3.0 yes
ANO11243_019010 Glutamate--tRNA ligase 4.2 yes 2.3 no
ANO11243_082600 Glutamate--tRNA ligase 22.1 no 4.5 no
ANO11243_032360 Glutamine--tRNA ligase 5.1 yes 3.3 yes
ANO11243_090740 Arginine--tRNA ligase 2.9 yes 2.5 no
ANO11243_014660 Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit 2.7 yes 1.9 no
ANO11243_027930 Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit 3.0 yes 3.3 yes
ANO11243_045460 Asparagine--tRNA ligase 2.9 yes 3.0 yes
ANO11243_064430 Lysine--tRNA ligase 3.4 yes 3.4 yes
Mitochondrial tRNA ligase
ANO11243_064650 Tryptophan--tRNA ligase 1.1 no 0.9 no
ANO11243_006900 Alanine--tRNA ligase 1.7 no 1.5 no
ANO11243_006800 Valine--tRNA ligase 2.9 yes 2.1 no
ANO11243_086260 Valine--tRNA ligase 17.4 yes 33.9 yes
ANO11243_014440 Methionine--tRNA ligase 1.3 no 1.4 no
ANO11243_077300 Serine--tRNA ligase 1.0 no 0.9 no
ANO11243_023270 Aspartate--tRNA ligase 0.8 no 0.9 no
ANO11243_085300 Glycine--tRNA ligase 2.0 yes 1.5 no
ANO11243_057340 Probable proline--tRNA ligase 1.2 no 0.9 no
ANO11243_024430 Phenylalanine--tRNA ligase 0.8 no 0.7 no
ANO11243_040360 Histidine--tRNA ligase 1.7 no 1.0 no
ANO11243_011590 Probable asparagine--tRNA ligase 1.8 no 1.6 no
ANO11243_054280 Lysine--tRNA ligase 1.1 no 0.7 no
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Fig. 3-2 Illustration of a plasmid used for construction of frbf overexpression
transformant.
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Fig. 3-3 PCR analysis for confirmation of the frbF overexpression-gene-unit insertion.
A) Schematic illustration of PCR amplification of a DNA target. B) Electrophoresis of
PCR products. M: 1 kb DNA ladder marker 1: Wild-type strain, 2: TFH2-2 strain
55
A
B
Fig. 3-4 Expression level of A) frbF and B) histone H4 in the wild-type and TFH2-2
strains. The values of the means and standard deviations of three experiments are
represented (**, p value＜ 0.01).
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Fig. 3-5 Relative FR901469 productivity of the wild-type and TFH2-2 strains. The
value of FR901469 productivity of the wild-type strain at 8-d culture period was set to
1.0. The values of the means and standard deviations of three experiments are
represented (**, p value＜ 0.01).
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Fig. 3-6 Relative expression levels of putative FR901469 biosynthesis genes in wild-
type and TFH2-2 strains on A) 4-d and B) 6-d. The values of expression levels of each
gene at each culture period in wild-type strain were set to 1.0. The values of the means
and standard deviations of three experiments are represented (**, p value < 0.01).
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Fig. 3-7 Correlation between gene expression level of frcpcA and relative FR901469
productivity in No.11243 wild-type and mutant strains. Vertical axis: expression levels
of frcpcA of No.11243 wild-type strain and its mutant strains, horizontal axis: Relative
F901469 productivities of them.
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Fig. 3-8 Multiple alignment of FrcpcA and its homologues. ANO11243_057900:
FrcpcA, CPC1_NEUCR: Cpc1 from N. crassa, GCN4_YEAST: GCN4 from S.
cerevisiae.
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Fig. 3-10 Illustration of a plasmid used for construction of frcpcA overexpression
transformant.
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pUC19-pADH5-frcpcA-hph
7351 bp
Fig. 3-11 PCR analysis for confirmation of the frcpcA overexpression-gene-unit
insertion. A) Schematic illustration of PCR amplification of a DNA target. B)
Electrophoresis of PCR products. M: 1 kb DNA ladder marker 1: TFH2-2, strain 2:
TFCH3 strain.
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Fig. 3-12 Expression level of frcpcA A) frcpcA or B) histone H4 in TFH2-2 and TFCH3
strains. The values of the means and standard deviations of three experiments are
represented (*, p value < 0.05; **, p value＜ 0.01).
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Fig. 3-13 Relative FR901469 productivity of TFH2-2 and TFCH3 strains. The value of
FR901469 productivity of TFH2-2 strain at 8-d culture period was set to 1.0. The values
of the means and standard deviations of three experiments are represented (*, p value <
0.05; **, p value＜ 0.01).
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Fig. 3-14 Relative expression levels of putative FR901469 biosynthesis genes in TFH2-
2 and TFCH3 strains on A) 4-d and B) 6-d. The values of expression levels of each gene
at each culture period in TFH2-2 were set to 1.0. The values of the means and standard
deviations of three experiments are represented (*, p value < 0.05).
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Fig. 3-15 Expression levels of FR901469 constituent amino acid biosynthesis genes. A)
Glutamine, B) Proline, C) Tyrosine, D) Ornitinine and Arginine. The values of the
means and standard deviations of three experiments are represented (*, q value < 0.05:
**, q value < 0.01).
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第四章 総合考察 
 近年の次世代シークエンサーの登場と関連技術の発展により、現在では比較
的簡単にゲノム解析を実施することが可能となっている。微生物のゲノムサイ
ズであれば期間は数か月、費用は数十万円程度でゲノム解析を実施することが
可能であり、モデル生物ではない微生物のゲノム解析の報告事例も増加してい
る。しかしゲノム解析により得られた情報を生産性向上など産業上の利益につ
なげるという研究についてはまだ発展途上であり、報告例もあまり多くない。
本研究は抗真菌剤 FR901469 の生産菌である No.11243 株を題材に、野生株や
生産性向上変異株のゲノム解析から得られた知見を分子育種に応用するという
目的で実施した。このような研究により分子育種の手法が発展し、微生物を用
いた物質生産における工業化の効率化に繋がることが期待される。 
 No.11243株の野生株のゲノム解析では、ゲノムサイズや遺伝子推定といった
ゲノム情報の取得に加えて、FR901469 生合成遺伝子の推定を行った。二次代
謝産物の生合成遺伝子はそれぞれ異なるため、目的の物質ごとに探索を行う必
要がある。ゲノム解析技術の発展に合わせて、二次代謝産物生合成遺伝子をゲ
ノム上から探索する手法もいくつか登場している。本研究では antismash を用
いて FR901469 中のアミノ酸数と NRPS の比較により推定を行ったが、PKS
等 NRPS 以外の生合成遺伝子の推定はこのようなドメイン構造からは難しい。
そのような場合は想定される生合成遺伝子を１つずつ確認していく必要がある。
またはMIDDAS-M [111] のように、トランスクリプトーム解析を応用して生合
成遺伝子を特定する方法もある。これらの方法により生合成遺伝子の特定し、
さらに生合成機構の解明を行うことは分子育種や培養法の改良において重要な
情報となる。本研究のように遺伝子の特定により生合成遺伝子の発現量を上昇
させることで生産性向上を図ることができる。また生合成遺伝子を別の種に組
み込んで物質生産を行うといった方法も可能となる。例えば生合成遺伝子クラ
スターを導入することでMonascus pilosus 由来のmonacolin K を A. oryzae 
に生産させたという報告がある [112]。この方法は知見の多い菌を宿主として用
いることが可能となるため、育種や培養条件の検討を行いやすいことが利点と
なる。さらには似たような構造を持つ二次代謝産物間で生合成遺伝子を入れ替
えることで、新しい物質を作るということも可能となる。一例として、tenellin 
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生合成を行う PKS のドメインを入れ替え、かつ 2個の P450遺伝子を共発現さ
せることで bassianin の生産に成功したという報告が挙げられる [113]。この
ように構造や修飾の変化により二次代謝産物の溶解性や代謝速度などの物質特
性を変化させることが出来れば、より有用な医薬品を生み出せる可能性が高ま
る。なお構造の違う化合物の作成方法として、化学合成による二次代謝産物の
生産という案も挙げられるかもしれない。化学合成による二次代謝産物の生産
例として、Petriellin A の全合成の報告がある [114]。しかし複雑な構造を持つ
二次代謝産物を化学合成するためには非常に多数の反応が必要となり、産業面
でコストや生産性が見合う製造方法を確立することは通常は難しい。二次代謝
産物の製造には微生物を用いる方が現実的であり、微生物の二次代謝産物の遺
伝子の関する情報や、それらを組み合わせる合成生物学のさらなる発展が望ま
れる。 
 No.11243株の野生株のゲノムを基に、紫外線を用いた突然変異により育種さ
れた FR901469 生産性向上株の変異点解析を実施した。また一部の生産性向上
変異株に関しては、トランスクリプトーム解析を行って野生株との遺伝子発現
の違いを比較した。変異点解析やトランスクリプトーム解析は、ゲノム解析を
行うことで実施可能となる解析手法である。変異点解析により、生産性向上変
異株では遺伝子修復に関わる遺伝子に変異が蓄積傾向にあることが分かった。
紫外線を用いた突然変異を用いた株で遺伝子修復に関わる遺伝子に変異が入り、
修復機構が弱められている可能性が示唆されたことは非常に興味深い。突然変
異を用いた育種を行う際にはあらかじめこのような遺伝子を破壊しておくこと
で変異が起こる確率を高めて株取得の効率化を図れるかもしれない。またシグ
ナル伝達系など遺伝子発現の制御に関わる遺伝子にも変異が蓄積傾向にあるこ
とが分かった。さらにトランスクリプトーム解析により、推定 FR901469 生合
成遺伝子の多くで発現量が増加しており、また二次代謝やアミノ酸生合成に関
わる遺伝子の発現が上昇傾向にあることが分かった。これらの結果から、シグ
ナル伝達系等の遺伝子に変異が入ることで遺伝子の発現制御が変化し、
FR901469 を含めた二次代謝に関わる遺伝子や原料となるアミノ酸の生合成遺
伝子が活性化したことで生産性が向上したというメカニズムが示唆された。遺
伝子の発現制御の変化が生産性向上に繋がるという結果が示唆されたことは興
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味深い。糸状菌においては、特定の酵素や代謝に関わる遺伝子の機能や発現量
を変化させることよりも、シグナル伝達や転写の機構を変化させることで関連
のある遺伝子の発現をまとめて変化させることのほうが効果的であるのかもし
れない。 
 高生産変異株の変異解析やトランスクリプトーム解析の結果より、FR901469 
の生産性向上には生合成遺伝子や原料となるアミノ酸生合成遺伝子の発現量を
まとめて向上させることが有効であることが示唆された。それらの結果を踏ま
えて、まず FR901469 生合成遺伝子の高発現化を行うため生合成遺伝子クラス
ター内に存在した転写因子遺伝子 frbF の高発現株の作製を試みた。その結果、
多くの生合成遺伝子の発現量と FR901469 の生産性が向上した形質転換体であ
る TFH2-2 株の取得に成功した。二次代謝産物の生合成遺伝子クラスター内に
存在する転写因子の高発現による生産性向上に関しては本研究以外にも A. 
flavus での aflatoxin 生産 [100]、M. pilosus でのmonacolin K 生産 [115] な
どいくつかの報告がある。生合成遺伝子クラスター内の転写因子による発現制
御は多くの二次代謝産物に共通の機構であり、多くの真菌の二次代謝産物向上
において転写因子の高発現化が有効であると考えられる。分子育種においては
第１のターゲットとしてすべきであろう。 
本研究ではさらなる生産性向上を目指して、TFH2-2株を親株としてアミノ酸
生合成に関わる遺伝子の探索により見出された frcpcA 遺伝子の高発現株の作
製を試みた。その結果、多くのアミノ酸生合成遺伝子の発現量が上昇し、TFH2-2
株からさらに FR901469 生産性が向上した TFCH3 株の取得に成功した。cpcA 
と二次代謝産物との関連性に関しては A. nidulans における penicillin 生産 
[116] や Leptosphaeria maculansにおける sirodesmin [117] の報告があるが、
どちらも生合成遺伝子の発現量に関わるという報告であり、原料の観点から生
産性向上に繋がるという知見は本研究が初めてである。cpcA は真菌でよく保存
された遺伝子であり、その二次代謝産物生産に与える影響も幅広い真菌に応用
できることが期待される。二次代謝産物の多くはアミノ酸を原料とする NRP で
あり、これらの生産性向上を図る場合には転写因子に続く第２の分子育種のタ
ーゲットとして cpcA の高発現化が有効であると期待される。原料供給に着目
した生産性向上に関する研究として、A. crysogenum の penicillin 生産におけ
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るα-アミノアジピン酸の強化 [118] などの報告があるものの、生合成遺伝子と
比較してその報告例は非常に少ない。その理由として、通常の二次代謝産物生
産において生合成酵素の活性が律速となっており、原料となる物質を供給して
も生産性向上に繋がらないという可能性が考えられる。通常は標準株を用いて
研究を実施することが多く、本研究のように二次代謝産物生合成遺伝子が活性
化された株を親株として研究を進めることがあまりないため、報告例も少ない
のだろう。本研究でも野生株で frcpcAの高発現化を行っても、生合成遺伝子が
活性化されていないため生産性向上は起こらなかったかもしれない。本研究で
生産性向上において生合成遺伝子と原料の供給遺伝子の相乗効果が得られるこ
とが示された。これをきっかけに、複数の遺伝子ターゲットを組み合わせて二
次代謝産物の生産性向上を図るという研究が発展することを期待している。 
 本研究により、次世代シークエンサーを用いた解析で今までブラックボック
スであった糸状菌における二次代謝産物の生産性向上メカニズムの一端が解明
され、またそれらを基にした分子育種の具体例が示された。その分子育種の対
象となった二次代謝産物生合成遺伝子クラスター内の転写因子とアミノ酸生合
成遺伝子を制御する転写因子遺伝子である cpcA は、No.11243 株のみならず幅
広い糸状菌で応用できるターゲットであると考えられる。二次代謝産物は未知
のものが多く、その産業上有用なものが今後も数多く発見されることが予想さ
れる。本研究の結果やさらなる発展研究により、効率的な分子育種方法が確立
されて、二次代謝産物の産業的利用が進んでいくことを期待したい。 
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